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Resumen 
 
Se ha formulado una masa madre sin gluten compuesta por amaranto, quinoa y trigo 
sarraceno para poderla incorporar en productos aptos para personas intolerantes al 
gluten, con tal de hacerlos más nutritivos, con menor índice glucémico, mejor 
conservación y con un perfil organoléptico característico que resulte agradable para los 
consumidores.  
 Una vez propuesta la formulación y el procedimiento de elaboración de la masa madre 
se realizó un pre-ensayo que permitió establecer los parámetros y las condiciones 
necesarias para conseguir una masa madre con acidez acumulada (pH 4.00–4.20) y una 
población mixta de bacterias ácido-lácticas y de levaduras estable. Posteriormente se 
comprobó la benevolencia del protocolo realizando un segundo ensayo o ensayo 
principal.  También se realizaron análisis microbiológicos de los ingredientes, con tal de 
determinar qué tipo de microorganismos aporta cada uno de ellos.  
El protocolo seguido permitió obtener en 12 días una masa madre madura con 
poblaciones de 9.64 (±0.07) log UFC/g de bacterias ácido-lácticas, 7.76 (±0.39) log 
UFC/g de levaduras totales y 7.50 (±0.05) log UFC/g de levaduras no-Saccharomyces en 
la fase de masa madre madura. En lo que respecta a la acidez total titulable  (ATT) y al 
pH en esa misma fase, los valores finales obtenidos fueron de 18.39 (±0.56) mL NaOH 
0.1M/10 g masa madre y de 4.04 (±0.02), respectivamente. También se calculó la 
relación entre bacterias ácido-lácticas y levaduras totales de la masa madre madura, la 
cual resultó ser de  76:1. 
Del análisis microbiológico de los ingredientes se observó que el amaranto no aportaba 
una población considerable de microorganismos a la masa madre (<2.00 log UFC/g tanto 
de bacterias ácido-lácticas como de levaduras totales), mientras que tanto la quinoa 
como el trigo sarraceno aportaron poblaciones de bacterias ácido-lácticas de 3.36 y 3.12 
log UFC/g, respectivamente, y poblaciones ligeramente menores de levaduras totales, de 
<2.00 log UFC/g en el caso de la quinoa y 2.00 log UFC/g en el caso del trigo sarraceno. 
Con todo esto, tanto la formulación de la masa madre como el protocolo evaluado han 
mostrado ser efectivos a la hora de obtener una masa madre sin gluten con un 
comportamiento estable en lo que respecta a los tiempos de fermentación, valores de pH 
y acidez total titulable (ATT) y población de microorganismos. 
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Resum 
 
S'ha  formulat una massa mare sense gluten composta per farines d’amarant, quinoa i 
fajol per a obtenir una massa mare que es pugui incorporar a productes aptes per a 
persones intolerants al gluten.  Es pretén assolir l’obtenció de productes més nutritius, 
amb menor índex glicèmic, millor conservació i amb un perfil organolèptic característic 
que sigui agradable pels consumidors. 
Un cop proposta la formulació i el procediment d'elaboració de la massa mare, es va 
realitzar un pre-assaig que va permetre establir els paràmetres i les condicions 
necessàries per a aconseguir una massa mare amb acidesa acumulada (pH 4.00-4.20) i 
una població mixta de bacteris àcid-làctics i de llevats estable. Posteriorment es va 
comprovar la benevolència del protocol realitzant un segon assaig o assaig principal. 
També es van realitzar anàlisis microbiològiques dels ingredients, per tal de determinar 
quin tipus de microorganismes aporta cada un d'ells. 
El protocol que s’ha seguit ha permès obtenir en 12 dies una massa mare madura amb 
poblacions finals de 9.64 (±0.07) log UFC/g de bacteris àcid-làctics, 7.76 (±0.39) log 
UFC/g de llevats totals i 7.50 (±0.05) log UFC/g de llevats del tipus no-Saccharomyces en 
la fase de massa mare madura. Pel que fa a l’acidesa total i al pH, els valors finals 
obtinguts en la mateixa fase han sigut 18.39 (±0.56) mL NaOH 0.1 M/10 g massa mare i 
4.04 (±0.02), respectivament. També s’ha calculat la relació entre els bacteris àcid-làctics 
i els llevats totals, que va ser de 76:1. 
A l’anàlisi microbiològica d’ingredients s’ha observat que l’amarant no aporta una població 
de microorganismes considerable a la massa mare (<2.00 log UFC/g tant de bacteris 
àcid-làctics com de llevats totals), mentre que tant la quinoa com el fajol van mostrar tenir 
poblacions autòctones de bacteris àcid-làctics de 3.36 y 3.12 log UFC/g, respectivament, i 
poblacions lleugerament inferiors de llevats totals, concretament <2.00 log UFC/g en el 
cas de la quinoa i 2.00 log UFC/g en el cas del fajol. 
Amb tot això, tant la formulació de la massa mare com el protocol establert van ésser 
efectius i van permetre obtenir una massa mare sense gluten amb un comportament 
estable pel que fa als temps de fermentació, valors de pH i acidesa i a les poblacions de 
microorganismes.  
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Abstract 
 
Spontaneous fermented sourdough prepared from amaranth, quinoa and buckwheat 
flours was formulated with the target of obtaining a gluten-free sourdough that might be 
incorporated to products suitable for people intolerant to gluten, making them more 
nutritious, with less glycemic index, with an extended shelf-life and with characteristic 
organoleptic qualities that make these products desirables for consumers. 
The behavior of the formulated sourdough was evaluated during an initial experiment 
which made possible to develop the protocol to be followed in the main experiment as well 
as setting all the necessary parameters and conditions to obtain a sourdough with 
accumulated acidity and a stable mixed population of lactic acid bacteria and yeasts. In 
order to determine which microbial populations provide each ingredient to the sourdough, 
microbiological analysis of the three flours were also carried out.  
The established protocol permitted to obtain a ripe sourdough with final lactic acid bacteria 
populations of 9.64 (±0.07) log CFU/g as well as final total yeasts and final non-
Saccharomyces yeast populations of 7.76 (±0.39) and 7.50 (±0.05) log CFU/g, 
respectively, at the ripe sourdough phase. Regarding total tritatable acidity (TTA) and pH 
at the same phase, values of 18.39 (±0.56) mL NaOH 0.1M/10 g sourdough and 4.04 
(±0.02), respectively, were reached at the final of the experiment. Lactic acid bacteria 
(LAB) and total yeast (TY) ratio (LAB:TY) was also calculated and a value of 76:1 was 
obtained.  
According to the results obtained from the microbiological analysis of the flours, both 
quinoa and buckwheat contained high lactic acid bacteria populations, which were 3.36 
and 3.12 log CFU/g, respectively, whereas amaranth flour did not contain more than 2.00 
log CFU/g of lactic acid bacteria. Regarding to total yeasts population, buckwheat showed 
levels of 2.00 log CFU/g but both quinoa and amaranth showed a total yeast population 
smaller than 2.00 log CFU/g.  
At the end of the study, it could be concluded both the formulation of the sourdough and 
the established protocol have shown to be effective, as they have allowed to obtain a 
gluten-free sourdough with a stable behavior in terms of fermentation times, TTA and pH 
values and microbial population.  
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1. Introducción 
1.1. Celiaquía y otras patologías relacionadas con el gluten 
 
Los primeros casos de celiaquía datan desde el primer siglo d.C., aunque no 
fue hasta 1888 cuando se describió por primera vez la enfermedad y hasta el 
año 1930 cuando se demostró que la eliminación del trigo de la dieta aliviaba 
los síntomas de la celiaquía (Di Cagno et al., 2014). Actualmente, la celiaquía 
es una de las intolerancias alimentarias más comunes y se define como una 
enteropatía mediada por el sistema inmune que se desencadena a raíz de la 
ingestión de gluten en individuos genéticamente susceptibles, afectando así a 
un 1% de la población mundial (Catassi & Fasano, 2008). Por otro lado, una 
definición más concreta de la celiaquía señala que se trata de una enfermedad 
provocada por una secuencia específica de aminoácidos que se encuentra en 
la fracción de las prolaminas de las proteínas básicas de cereales como el 
trigo (todas las especies del género Triticum), el centeno (Secale cereale), la 
cebada (Hordeum vulgare) y la avena (Avena sativa) (Diowksz & Kordialik-
Bogacka, 2014). 
No obstante, en el caso de la avena, todavía existen discusiones acerca de su 
toxicidad para los celíacos y, a pesar de que la mayoría de los celíacos toleran 
la avena, uno de los argumentos que suelen darse en su contra es el riesgo de 
que la avena esté contaminada con cereales que contengan gluten durante la 
cosecha, transporte, molienda y/o procesado. Por este motivo, son necesarios 
métodos analíticos fiables para la determinación de la pureza de la avena y de 
los productos destinados a celíacos elaborados con este cereal (Hüttner & 
Arendt, 2010). 
En las personas más sensibles, el consumo de gluten lleva al daño de la 
mucosa del intestino delgado, lo cual implica una interferencia en la absorción 
de nutrientes de los alimentos, ya que la destrucción de las células epiteliales 
provoca una reducción de la superficie de absorción del intestino (Diowksz & 
Kordialik-Bogacka, 2014). Sin embargo, aparte de la predisposición genética, 
muchos factores medioambientales influyen en las reacciones adversas al 
gluten, de manera que los productos basados en cereales que actualmente se 
encuentran en el mercado son elaborados mediante un proceso muy 
acelerado donde la larga fermentación de una masa madre con una mezcla de 
diferentes tipos de microorganismos (diferentes cepas de bacterias ácido-
Elaboración de masas madre de pan sin gluten 11 
 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
lácticas y levaduras) con actividad proteolítica y acidificante, ha sido 
prácticamente reemplazada por el uso indiscriminado de agentes leudantes 
químicos o levadura industrial. De esta forma, los componentes de los 
cereales (p.ej. las proteínas) están sujetos a una escasa o incluso a una nula 
degradación, lo cual hace que se obtengan alimentos mucho menos digestivos 
en comparación con sus homólogos tradicionales basados en un masa madre 
(Di Cagno et al., 2014). 
En lo que respecta a la sintomatología de la celiaquía, su manifestación clínica 
varía enormemente dependiendo de la edad del paciente y de la duración y 
grado de la enfermedad (Hüttner & Arendt, 2010). No obstante, de forma 
general puede decirse que el desarrollo de la enteropatía celíaca tiene lugar 
de forma paralela con la aparición de anticuerpos séricos, en especial la 
antitransglutaminasa tisular (antitTG), los anticuerpos antiendomisio (EMA) y 
los anticuerpos antigliadina (AGA), así como también tienen lugar otras 
manifestaciones clínicas que son de un amplio espectro, normalmente 
relacionadas con el aparato digestivo (Catassi & Fasano, 2008). Sin embargo, 
se dan muchos casos en los que la celiaquía es atípica o bien silente, lo cual 
tiene como consecuencia que muchos pacientes no sean diagnosticados y 
corran el riesgo de sufrir complicaciones a largo plazo, tales como 
osteoporosis, cáncer o esterilidad (Catassi & Fassano, 2008; Hüttner & Arendt, 
2010).  
Ahora bien, aparte de la celiaquía, existen otros trastornos relacionados con el 
gluten. De hecho, en febrero de 2012 se publicó una nueva clasificación de los 
desórdenes relacionados con el gluten, incluyendo así bajo un mismo término 
todas aquellas condiciones que están relacionadas con los efectos de la 
ingestión de alimentos con gluten. Esta clasificación cubre un amplio rango de 
trastornos, incluyendo tanto alergias (anafilaxia inducida por ejercicio 
dependiente del trigo, asma de panadero, dermatitis de contacto y alergias 
alimentarias, mediadas y no mediadas por IgE) como enfermedades 
autoinmunes (enfermedad celíaca, ataxia del gluten, dermatitis herpetiforme), 
así como también se incluye un trastorno que no es ni autoinmune ni una 
alergia, conocido como sensibilidad al gluten (gluten sensivity, GS). Todos 
estos trastornos no solo se manifiestan a través de problemas 
gastrointestinales, sino que también aparecen asociados a síntomas 
dermatológicos, reumatológicos, hematológicos, dentales, etc., remitiendo 
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todos ellos tras seguir una dieta libre de gluten como tratamiento (Czaja-Bulsa, 
2015).  
Debido a los riesgos que conlleva no diagnosticar, o no hacerlo de forma 
correcta, un desorden relacionado con el gluten, se hace evidente la 
necesidad, no solo de que los médicos desarrollen una mayor conciencia 
acerca de este tipo de patologías, sino también se hace evidente la necesidad 
de mejores métodos de diagnóstico. Por ejemplo, si nos centramos en tres 
trastornos relacionados con el gluten, como son la enfermedad celíaca (celiac 
disease, CD), alergia al trigo (wheat allergy, WA) y sensibilidad al gluten 
(gluten sensibility, GS) se sabe que en el caso de la celiaquía, a pesar de que 
se utilizan los test serológicos con frecuencia, el diagnóstico definitivo se da 
después de realizar una biopsia del intestino delgado, mediante la cual se 
pueden evaluar los daños en la mucosa intestinal (Catassi & Fasano, 2012; 
Hüttner & Arendt, 2010). Por otra parte, en el caso de  la alergia al trigo, ésta 
se puede diferenciar de forma relativamente sencilla de la celiaquía 
principalmente por la presencia de anticuerpos IgE. En cambio, en el caso de 
la sensibilidad al gluten, se trata de un trastorno que se caracteriza por el 
hecho de que los que la padecen sufren reacciones adversas tras la ingestión 
del gluten, pero no sufren daños en la mucosa intestinal ni desarrollan los 
mismos anticuerpos los individuos con CD o WA, al mismo tiempo que 
tampoco presentan problemas de permeabilidad intestinal (Catassi & Fasano, 
2012; Czaja-Bulsa, 2015; Di Cagno et al., 2014). Aun así, resulta muy 
complicado diferenciar la GS de la CD o la WA, por lo que el primer paso a 
seguir en su diagnóstico consiste en descartar con las pruebas 
correspondientes que se pueda tratar de un caso de CD o bien de WA, ya que 
no existen todavía test específicos para el diagnóstico de la GS. Por ejemplo, 
una prueba que se puede realizar para descartar CD y WA, aparte de realizar 
una biopsia y un test serológico, consiste en realizar una ingesta de un 
alimento con gluten, de manera que mientras los síntomas aparecen en torno 
a las dos horas después en los casos de WA y CD, en el caso de individuos 
con GS los síntomas tardan horas e incluso días en manifestarse (Catassi & 
Fasano, 2012; Czaja-Bulsa, 2015). 
En estos últimos años se han realizado numerosos avances en la búsqueda 
de vías alternativas en el tratamiento de la celiaquía, que también serían 
perfectamente válidos para los pacientes con otros trastornos relacionados 
con el gluten como los que hemos mencionado anteriormente. Estos avances 
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incluyen tanto terapias basadas en suplementos enzimáticos (p.ej. propil-
endopeptidasa) e ingeniería de péptidos inhibidores de la gliadina (creación de 
péptidos análogos a los epítopos de la gliadina y cuya función sea 
antagonista), así como también la ingeniería genética de plantas (p. ej. para 
reemplazar ciertos péptidos en particular en el gluten por otras secuencias de 
aminoácidos que no sean tóxicas para aquellas personas sensibles al gluten), 
entre otras alternativas. No obstante, a pesar de los avances realizados tanto 
en el entendimiento de la patogénesis de la celiaquía y del resto de trastornos 
relacionados con el gluten, así como también en los avances en el diagnóstico 
y desarrollos potenciales de terapias novedosas, por el momento la única 
forma efectiva de tratar cualquier desorden relacionado con el gluten es la 
adhesión del paciente a una dieta completamente libre de gluten (Catassi & 
Fasano, 2008; Hüttner & Arendt, 2010).  
1.2. Información general sobre masas madre 
 
Se podría definir una masa madre como una mezcla de harina y agua que ha 
sido fermentada por una microbiota específica. Esta microbiota está 
compuesta por asociaciones estables de diferentes cepas de bacterias ácido-
lácticas (lactic acid bacteria, LAB) y de levaduras autóctonas de los granos y, 
en consecuencia, de la harina, o bien que proceden del ambiente donde se 
produce la elaboración de la masa madre (Moroni et al., 2009; Sterr et al., 
2009).  
La utilización de masa madre en la producción de pan tanto de trigo como de 
centeno, y ha sido retomada recientemente debido a los efectos positivos 
sensoriales, estructurales, nutricionales y conservantes que le aporta al pan. 
Dichos efectos positivos vienen derivados de las propiedades fermentativas y 
acidificantes de la masa madre, las cuales son el resultado de la actividad de 
diferentes cepas de bacterias ácido-lácticas y levaduras seleccionadas a partir 
de toda la microbiota espontánea de la masa madre a través del proceso de 
refresco. Las principales funciones de estos microorganismos son la 
acidificación, la formación de aromas y el proceso de fermentación de la masa 
madre. Al incorporarse en el pan, la masa madre modifica su textura, sabor, 
volumen, vida útil y valor nutritivo. Además, actividades metabólicas 
especiales (proteólisis, formación de exopolisacáridos, síntesis de 
componentes volátiles y antimicrobianos) pueden intensificar los efectos  
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mencionados.  Ahora bien, aunque la levadura que se ha aislado más 
frecuentemente de las masas madre (Saccharomyces cerevisiae) es la 
principal responsable de la gasificación de la masa (aporte de CO2 como 
resultado de la actividad fermentativa) y, como consecuencia, del aporte de 
volumen al pan, la mayor parte de las ventajas que se atribuyen a la masa 
madre se deben a la compleja microbiota de bacterias ácido-lácticas, en 
concreto, a los metabolitos que sintetizan y liberan en la masa, tales como 
ácidos orgánicos, exopolisacáridos y enzimas (Galle et al., 2010; Rizzello et 
al., 2016; Rühmkorf et al., 2012; Zotta et al., 2006).  
En lo que se refiere tanto al sabor como al aroma, la actividad de las bacterias 
ácido-lácticas y las levaduras durante la fermentación contribuye a la 
formación de compuestos orgánicos volátiles que son responsables del aroma 
y sabor característicos de los panes elaborados con masa madre(Zotta et al., 
2006). De hecho, durante la fermentación se liberan amionoácidos y pequeños 
péptidos que no solo son importantes para un crecimiento microbiano rápido, 
sino que además durante el horneado del pan estos compuestos son 
convertidos en componentes volátiles, los cuales son responsables del sabor y 
olor característicos de los panes de masa madre (Rizello et al., 2016; Zotta et 
al., 2006).    
Por otra parte, desde un punto de vista nutricional, la gran ventaja de utilizar 
masa madre en la elaboración de pan se basa en dos aspectos. En primer 
lugar, el aumento de la disponibilidad de nutrientes  viene dado por la hidrólisis 
de agentes quelantes (p.ej. ácido fítico), impidiendo de esta manera que este 
tipo de agentes se una a cationes de Ca, Mg o Fe para volverlos insolubles y, 
por lo tanto, mejorando así la biodisponibilidad de esos nutrientes (Moroni et 
al., 2009; Zotta et al., 2006). En segundo lugar, la adición de masa madre en 
un pan, hace que el valor del índice glucémico de éste descienda y contribuya 
a mantener un valor de glucosa en sangre más estable que en el caso de 
panes elaborados sin masa madre (Capriles et al., 2016; Novotni et al., 2012).  
Por último, el incremento de la vida útil del pan elaborado con masa madre 
viene dado, principalmente, por dos sucesos. Por un lado, durante la 
fermentación de la masa madre las bacterias ácido-lácticas 
heterofermentativas producen compuestos (p.ej. ácidos acético y propiónico) 
con actividad fungicida, impidiendo así que otros microorganismos, 
principalmente hongos, deterioren el pan después del horneado (Galle et al., 
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2010; Moroni et al., 2009). Además, la fermentación con masa madre provoca 
una reducción de la cristalización de la amilopectina, de modo que al reducirse 
éste fenómeno, el pan permanece sin endurecerse durante un período más 
largo de tiempo. Esta reducción de la cristalización de la amilopectina, 
fenómeno también conocido como retrogradación del almidón, es el resultado 
de la actividad amilolítica de algunas cepas de bacterias ácido-lácticas 
heterofermentativas, o bien de la producción de exopolisacáridos, también por 
parte de algunas cepas de bacterias ácido-lácticas heterofermentativas, los 
cuales interfieren en la cristalización de la amilopectina (Galle et al., 2012; 
Moroni et al., 2009).  
1.3. Alimentos sin gluten: situación actual y aspectos a mejorar 
 
Según el Reglamento (CE) nº 41/2009 de la Comisión, los productos 
alimenticios para personas con intolerancia al gluten constituidos por uno o 
más ingredientes procedentes del trigo (cualquier especie del género 
Triticum), el centeno, la cebada, la avena o sus variedades híbridas, que 
hayan sido tratados de forma especial para eliminar el gluten, no contendrán 
un nivel de gluten que supere los 100 mg/kg en los alimentos tal y como se 
venden al consumidor final. Estos alimentos, deben ser etiquetados como 
“contenido muy reducido en gluten”, mientras que aquellos productos que 
cumplan la condición de contener un nivel de gluten no superior a 20 mg/kg 
(medidos en los alimentos tal y como se presentan al consumidor final) podrán 
ser etiquetados como “exento de gluten”.  
 
Por otro lado, en el caso de la avena, en el Reglamento (CE) nº 41/2009 de la 
Comisión se establece que la avena contenida en alimentos para personas 
con intolerancia al gluten debe de ser producida, preparada o tratada de forma 
especial para evitar la contaminación cruzada por el trigo, centeno, cebada, o 
sus variedades híbridas, a la vez que su contenido en gluten no debe 
sobrepasar los 20 mg/kg.  
 
Actualmente, a pesar del crecimiento que está experimentando el mercado de 
los productos sin gluten, los pacientes con celiaquía o con cualquier patología 
similar en la que se vean obligados a adherirse a una dieta libre de gluten, 
todavía tienen problemas para encontrar productos que se ajusten a sus 
necesidades, tanto por los elevados precios de este tipo de productos, como 
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por la variedad limitada y a las pobres características sensoriales de los 
mismos (Capriles et al., 2016; Masure et al., 2016).  
En la literatura se encuentran diversas descripciones de los productos sin 
gluten en las que se hace alusión a la falta de cohesión y elasticidad de las 
masas sin gluten, así como también a su escasa capacidad de retención de 
gases. Además, los productos finales suelen tener poco volumen, textura 
grumosa, color pálido, poco sabor y un endurecimiento rápido. Todos estos 
defectos de este tipo de productos hacen que se persiga con más insistencia 
su mejora y, a pesar de los avances conseguidos gracias a la utilización de 
diferentes procesos e ingredientes (p.ej. aditivos), el desarrollo de productos 
sin gluten continua siendo un gran reto debido al importante papel del gluten 
en diversos productos, especialmente en la elaboración de pan y pasta 
(Capriles et al., 2016; Masure et al., 2016).  
En lo que respecta al pan, los panes sin gluten que por lo general se 
encuentran disponibles actualmente se caracterizan por una pobre calidad en 
todos los aspectos. Desde un punto de vista organoléptico, la mayoría de los 
panes sin gluten disponibles tienen un gusto y aroma pobres, con lo que 
resultan productos que no son bien aceptados entre los consumidores. Por 
otra parte, por lo general los panes sin gluten son elaborados con ingredientes 
refinados y sin fortificar, principalmente almidones, por lo que apenas aportan 
nutrientes (p.ej. vitaminas del grupo B), son escasos en fibra dietética y 
poseen un elevado índice glucémico.  De esta forma, si se tiene en cuenta que 
la mayoría de celíacos sufre una mala absorción de nutrientes por daños en la 
mucosa intestinal y que muchos celíacos padecen diabetes tipo I, el hecho de 
que los productos que se ven obligados a consumir sean escasos en 
nutrientes y tengan un elevado índice glucémico, no hace más que complicar 
la situación de estos pacientes. Por si no fuera poco, el hecho de que este tipo 
de panes se basen principalmente en almidones, implica un rápido deterioro y 
una menor vida útil del producto (Capriles et al., 2016; Hüttner & Arendt, 2010; 
Moroni et al., 2009; Novotni et al., 2012).  
Por lo tanto, para la mejora tanto del pan como de otro tipo de productos sin 
gluten, actualmente se están probando nuevos procesos a la vez que 
ingredientes densos en nutrientes, como pueden ser los pseudocereales 
(amaranto, quinoa, trigo sarraceno…), combinados o no con otro tipo de 
ingredientes (p.ej. hidrocoloides) y, para así mejorar no solo las características 
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sensoriales y nutricionales de los productos sin gluten y lograr una mayor 
aceptación entre los consumidores, sino también para lograr una mejor 
conservación y duración de este tipo de productos (Witczak et al., 2016).  
1.4. Mejora del pan sin gluten con la utilización de masas madre 
 
Dados los beneficios que aporta la utilización de las masas madre para la 
elaboración del pan, así como también las necesidades de mejora del 
mercado de productos sin gluten, se plantea el uso de masas madre en la 
elaboración de pan sin gluten. De esta manera, se podrían afrontar e incluso 
solucionar muchos de los problemas existentes respecto al pan sin gluten que 
hemos comentado en el apartado anterior. 
Por un lado, desde un punto de vista sensorial, tanto la acidez que aporta la 
masa madre como los componentes aromáticos que se liberan durante la 
fermentación de ésta, contribuyen a una mejora de las cualidades 
organolépticas del pan sin gluten (Diowksz & Kordialik-Bogacka, 2014; Moroni 
et al., 2009).  
Por otro lado, en lo que respecta a la calidad nutricional del pan sin gluten, la 
fermentación con masa madre hace disminuir el contenido en antinutrientes 
(p.ej. ácido fítico), por lo que aumenta la biodisponibilidad de los nutrientes. 
Además, si se utilizan ingredientes densos en nutrientes, como pueden ser la 
quinoa, el teff o el amaranto, los consumidores celíacos podrán beneficiarse 
de un producto altamente nutritivo que les ayude a suplir las posibles 
deficiencias nutricionales que tengan. En segundo lugar, dada la capacidad de 
la masa madre para hacer disminuir el índice glucémico y el menor índice 
glucémico de ciertos ingredientes como los pseudocereales en comparación 
con los almidones, puede elaborarse una masa madre con la que obtener un 
pan sin gluten de menor índice glucémico que puedan consumir sin problema 
aquellos pacientes celíacos con diabetes (Capriles et al., 2016; Diowksz & 
Kordialik-Bogacka, 2014; Novotni et al., 2012; Moroni et al., 2009). 
Por lo general, la utilización de ciertos aditivos como pueden ser hidrocoloides, 
gomas y enzimas, está muy extendida en el ámbito del pan sin gluten, con el 
objetivo de mejorar su calidad en general, especialmente la textura y su 
conservación. Sin embargo, existe una tendencia de los consumidores, ya 
padezcan alguna patología relacionada con el gluten o no, hacia el consumo 
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de productos con la menor cantidad de aditivos como sea posible (productos 
“de etiqueta limpia”). En este sentido, la utilización de masa madre en la 
elaboración de pan sin gluten puede contribuir a la eliminación del uso de 
aditivos en este tipo de producto, ya que durante la fermentación de la masa 
madre se liberan sustancias, como los exopolisacáridos o compuestos de 
efecto fungicida (p.ej. ácidos acético y propiónico), que permitirán que de 
forma natural el pan tenga una textura y conservación aceptables. Además, el 
hecho de prescindir de aditivos, la mayoría de los cuales poseen un precio 
elevado, podría implicar un descenso en el precio no solo del pan sin gluten, 
sino del resto de productos aptos para celíacos (Galle et al., 2010; Galle et al., 
2012; Moroni et al., 2009). 
Finalmente, a pesar de los múltiples beneficios que supone emplear la 
fermentación con masa madre en la elaboración de pan sin gluten, son 
necesarios diversos estudios no solo para elaborar una formulación y un 
protocolo de elaboración y mantenimiento de una masa madre sin gluten, sino 
también una correcta formulación del pan. En este sentido será de gran 
importancia investigar materias primas densas en nutrientes y llegar a obtener 
una masa madre con una microbiota productora de sustancias que causen 
mejoras notables en el pan, como pueden ser exopolisacáridos, ácidos 
orgánicos y todo tipo de compuestos aromáticos.  
1.5. Estudios realizados sobre masas madre sin gluten 
 
Con el objetivo de formular diferentes masas madre y panes sin gluten que 
permitan obtener un producto que sea aceptado por los consumidores 
intolerantes al gluten se han realizado diversos estudios y la investigación 
continúa en curso.  
Las principales líneas de investigación son las que se exponen a continuación, 
obteniendo resultados de gran interés. 
Por un lado, muchos autores han optado por formular masas madre utilizando 
únicamente harinas sin gluten y agua, es decir, no han recurrido a ningún tipo 
de inóculo ni de levaduras ni tampoco de ninguna cepa de LAB. De esta 
manera, de una masa madre elaborada con quinoa y agua se aislaron 
diferentes cepas de bacterias ácido-lácticas, en concreto Lactobacillus 
plantarum, Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus rossiae (Rizzello et al., 
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2016), mientras que Sterr et al. (2009) consiguieron aislar cepas de 
Lactobacillus plantarum RTa12, Lactobacillus sakei RTa14, Pediococcus 
pentosaceus RTa11 a partir de una masa madre elaborada con harina de 
amaranto.  
Por otro lado, la mayoría de autores optaron por elaborar masas madre con 
levadura seca y/o diferentes cepas de bacterias ácido-lácticas. Por ejemplo, 
Campo et al. (2016) descubrieron que la utilización de una masa madre 
elaborada con harina de arroz y almidón de maíz a partes iguales e inoculada 
con Lactobacillus helveticus junto con harina de teff, no cambia el perfil 
aromático del pan, pero sí que aumenta la elasticidad de la masa. Además, no 
solo se ha estudiado la composición de la masa madre y del pan sin gluten, 
sino también se han estudiado diferentes procesos, como por ejemplo la 
congelación de pan sin gluten parcialmente horneado y con masa madre 
(elaborada con harina de arroz, almidón de maíz, trigo sarraceno, caseinato de 
sodio y un cultivo iniciador de Lactobacillus fermentum), proceso que ha 
resultado en una disminución del índice glucémico del pan y una mejora en los 
parámetros de calidad del mismo (Novotni et al., 2012). En cambio, otros 
autores han realizado investigaciones acerca de la optimización del proceso 
de la fermentación. En este aspecto, se evaluó el proceso de fermentación de 
diferentes masas madre de maíz, harina de soja y almidones (maíz, patata) 
enriquecidas con soja, hidrolizado de caseína o semillas germinadas de soja, 
obteniendo como resultado que las semillas germinadas de soja no solo 
acortaron el tiempo de fermentación de la masa madre (12-16 horas, 
dependiendo de la cantidad utilizada), sino que además incrementaron el valor 
nutritivo de la masa madre aportando más vitaminas, minerales y fibra 
(Diowksz & Kordialik-Bogacka, 2014).  
Por último, muchos autores han centrado todas sus atenciones en la 
producción de exopolisacáridos por parte de ciertas cepas de bacterias ácido-
lácticas y su efecto en el pan sin gluten. Galle et al. (2010) determinaron la 
producción de exopolisacáridos por parte de diferentes cepas del género 
Weissella, de las cuales W. cibaria MG1 mostró una mayor producción y con la 
que se realizaron más estudios posteriores. Por ejemplo, en masas madre de 
sorgo con W. cibaria MG1 y dos cepas de L. reuteri se obtuvieron resultados 
interesantes, tales como una producción de fructo-oligosacáridos (FOS) y 
galacto-oligosacáridos (GOS), ambos de efecto prebiótico, por parte de las 
tres cepas, así como también se confirmó la reducción de los efectos 
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negativos de los ácidos producidos en la fermentación gracias a la formación 
de EPS, siendo esto último lo que contribuye a una reducción de la dureza del 
pan fresco y conservado (Galle et al., 2012; Moroni et al., 2009).  
1.6. Información general acerca de pseudocereales 
 
Existen diversos pseudocereales con propiedades que los convierten en 
ingredientes interesantes como objeto de estudio. A continuación se exponen  
algunas de las propiedades principales de los tres pseudocereales utilizados 
en el presente trabajo, que a la vez son los tres pseudocereales más comunes 
y conocidos.  
Por lo general, aparte de ser ricos en minerales, proteínas y fibras dietéticas, 
los pseudocereales muestran actividades antioxidantes, antiinflamatorias y 
anticarcinogénicas (Coda et al., 2010).  
En relación al amaranto, es un pseudocereal especialmente interesante 
debido a su alto valor nutricional. Por un lado, tiene un elevado contenido de 
proteínas de alta calidad, dado que posee todos los aminoácidos esenciales 
para la salud humana. Por otro lado, el amaranto es también rico en vitaminas 
y minerales, especialmente calcio y magnesio (Sterr et al., 2009). Además, el 
amaranto también es fuente de ácidos grasos con efecto fungicida (Coda et 
al., 2010). Con todo esto, una masa madre elaborada con amaranto resultaría 
interesante no solo desde el punto de vista nutricional, sino también desde un 
punto de vista sensorial, dado su sabor y aroma característicos (Sterr et al., 
2009). De hecho, se ha comprobado que incluir cierto porcentaje de harina de 
amaranto en la formulación de un pan sin gluten no solo ayuda a mejorar sus 
propiedades nutricionales, sino que no perjudica la aceptación de ese pan 
entre los consumidores (Capriles et al., 2016).  
En lo que respecta a la quinoa, este pseudocereal originario de los Andes 
genera una atención especial debido a la calidad y valor nutricional de sus 
proteínas, las cuales son una importante fuente de aminoácidos esenciales. 
De hecho, tiene un perfil de aminoácidos comparable al de la caseína. 
Además, posee un buen balance entre proteínas y grasas, siendo éstas 
últimas ácidos grasos insaturados y fosfolípidos de alta calidad nutricional que 
se mantienen estables durante el almacenamiento debido a la presencia de 
vitamina E en la misma quinoa (Coda et al., 2010; Rizzello et al., 2016).  
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Por último, en cuanto al trigo sarraceno, éste pseudocereal presenta una alta 
concentración de fibra dietética y de micronutrientes, así como también posee 
un índice glucémico bajo (Coda et al., 2010). 
Por lo tanto, queda claro que estos tres pseudocereales reúnen cualidades 
imprescindibles para poder obtener una masa madre sin gluten que permita 
obtener posteriormente un pan de bajo índice glucémico, rico en nutrientes y 
sin alérgenos (gluten, huevo, lácteos y soja), dado que es habitual que los 
celíacos padezcan diabetes tipo I, deficiencias alimenticias (especialmente de 
micronutrientes) y otras alergias o intolerancias alimentarias (Capriles et al., 
2016; Hüttner & Arendt, 2010; Moroni et al., 2009; Novotni et al., 2012). 
Además, una masa madre elaborada con estos tres ingredientes podría 
aportar cualidades organolépticas interesantes al pan elaborado con ella, a la 
vez que aportarle todos los beneficios de una masa madre que ya hemos 
comentado anteriormente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaboración de masas madre de pan sin gluten 22 
 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
2. Objetivos 
 
El objetivo general del presente Trabajo de Final de Grado es el de elaborar una 
masa madre natural y estable para la preparación de pan sin gluten, con vistas a 
una posible aplicación industrial.  
De esta manera, la consecución del objetivo general engloba una serie de 
objetivos específicos, los cuales son: 
 Decidir los ingredientes de la masa madre y proponer una formulación  a 
partir de la bibliografía consultada. 
 Establecer un protocolo de elaboración de masa madre, fijando tiempos y 
temperaturas de fermentación y bloqueo. 
 Caracterizar las masas madre espontáneas elaboradas, tanto a nivel 
microbiológico mediante la determinación de la población viable de 
bacterias ácido-lácticas, levaduras totales y levaduras no-Saccharomyces, 
como a nivel de acidez a través de la determinación del pH y de la acidez 
total titulable (ATT).  
 Evaluar la aportación microbiana de cada uno de los ingredientes y su 
influencia en la masa madre madura.  
 Fijar un protocolo para su aplicación en un obrador con necesidades de 
100 kg diarios de masa madre para la elaboración de pan, a modo de 
ejemplo para posibles aplicaciones industriales 
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3. Material y métodos 
3.1. Ingredientes 
3.1.1. Pseudocereales 
 
Para la elaboración de la masa madre formulada se utilizaron tres 
pseudocereales: amaranto (Amaranthus spp.), quinoa (Chenopodium quinoa) 
y trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum).  
El amaranto (‘Bioprasad’, Barcelona, Cataluña, España) se compró en grano, 
de modo que para su transformación en harina se molturó en un molino de 
martillos (Perten, modelo LM 3100).  
En lo que respecta a la quinoa (‘Salutef’, Palencia, Castilla y León, España) y 
al trigo sarraceno (‘El Rincón del Segura’, Albacete, Castilla-La Mancha, 
España), se compraron en forma de harina, por lo que no fue necesario 
molturarlos.  
Los  tres ingredientes adquiridos cuentan en sus fichas técnicas, las cuales se 
adjuntan en el Anexo del presente documento, con la certificación sin gluten 
(<20 mg de gluten/kg, Reglamento CE nº 41/2009), por lo que resultan aptos 
para celíacos y personas con sensibilidad al gluten. 
3.1.2. Agua 
 
Para la elaboración de la masa madre se utilizó agua de red. 
 
3.2. Formulación de la masa madre y justificación 
 
Después de toda la bibliografía consultada y teniendo en cuenta algunos 
criterios que se explicaran a continuación, se ha decidido formular una masa 
madre única y exclusivamente a partir de amaranto, quinoa y trigo sarraceno, 
y sin añadir ni levadura industrial ni tampoco ningún tipo de cultivo iniciador 
comercial de bacterias ácido-lácticas, así como también se ha decidido 
prescindir del uso de cualquier aditivo y de ciertos ingredientes en concreto, 
tales como la soja, el huevo, ingredientes lácteos y derivados de todos ellos.  
En primer lugar, se ha considerado prescindir de ingredientes proteicos en la 
formulación de la masa madre, dado que algunos de ellos, en concreto el 
huevo, los lácteos (p.ej. leche en polvo y proteína de suero lácteo) y la soja, 
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son alérgenos muy comunes y muchos pacientes celíacos son propensos a 
padecer alergias o intolerancias a ellos (Capriles et al., 2016; Moroni et al., 
2009).  
En segundo lugar, la incorporación de granos enteros densos en nutrientes 
(amaranto, mijo, quinoa, sorgo, teff, trigo sarraceno…) en las formulaciones de 
pan sin gluten puede ayudar a incrementar el valor nutricional de estos 
productos, especialmente en lo que respecta al contenido de proteínas y 
minerales (Moroni et al., 2009). 
Y por último, se ha decidido prescindir tanto de levadura industrial como de 
cualquier otro aditivo con tal de obtener una masa madre natural y a menor 
coste económico.   
 
3.3. Diseño experimental 
 
Una vez establecida la propuesta de formulación de la masa madre  sin gluten, 
la parte experimental de este trabajo de final de grado comprende tres fases 
de experimentos: 
A) Pre-ensayo: experimento realizado previamente al ensayo principal  con el 
objetivo de probar la efectividad de la propuesta de formulación de la masa 
madre con amaranto, quinoa y trigo sarraceno y evaluar el comportamiento 
de ésta durante el protocolo diseñado para la elaboración de una masa 
madre sin gluten. Dos requisitos que debían cumplirse al final de este 
experimento eran que se produjera una acidificación de la masa hasta 
valores de pH próximos a 4.00–4.20 y que la masa madre obtenida 
estuviera compuesta por una población mixta de microorganismos de 
bacterias ácido-lácticas y de levaduras. En este pre-ensayo se 
establecerían las condiciones de tiempo y temperatura para la correcta 
evolución del pre-fermento y de la masa madre madura. 
 
El experimento se realizó durante un periodo de 12 días en el que se inició 
una sola masa madre y se caracterizó su evolución mediante el control 
diario de pH, mientras que la acidez total titulable (TTA) solo se determinó 
en los días 4 y 9. En cuanto a los controles microbiológicos, solo se realizó 
un recuento de bacterias ácido-lácticas y de levaduras totales al 5º día de 
ensayo.  
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B) Ensayo principal: experimento con una duración total de 17 días (12 días 
para la preparación de la masa madre y 5 días más para la obtención de 
resultados microbiológicos) que fue realizado para probar la benevolencia 
del protocolo diseñado después del pre-ensayo. Se elaboraron tres masas 
madres y sin ninguna diferencia entre las tres réplicas. Se estudió la 
evolución diaria del pH y  de la ATT, realizando los análisis por duplicado 
para cada una de las réplicas. También se estudió la evolución de la 
microbiota presente en los días 2, 5, 8, 10 y 12 del ensayo, realizando una 
única determinación microbiológica de levaduras totales, de levaduras del 
tipo no-Saccharomyces y de bacterias ácido-lácticas por cada réplica.  
 
C) Análisis microbiológico de los ingredientes de la masa madre: experimento 
efectuado con el objetivo de observar la microbiota que aporta de forma 
individual cada uno de los ingredientes (amaranto, quinoa y trigo 
sarraceno) a la masa madre. La duración total de este experimento fue de 
5 días (1 día para la realización del análisis, más los 4 días de incubación 
hasta la lectura de resultados).  
 
Ahora bien, cabe resaltar que tanto en el pre-ensayo como en el ensayo 
principal, se distinguen dos fases. La primera fase, considerada fase de pre-
fermento, es aquella en la que se inicia y mantiene una masa madre  hasta 
conseguir acumular acidez y obtener una población elevada mixta formada 
por bacterias ácido-lácticas y levaduras. En cambio la segunda fase, que es la 
considerada de masa madre madura, es aquella en la que una vez que el pre-
fermento es estable tanto en términos de acidez como de población 
microbiana, se mantiene realizando refrescos diarios. 
 
3.4. Pre-ensayo 
 
El pre-ensayo se desarrolló siguiendo la propuesta de formulación de 
elaboración de una masa con amaranto, quinoa y trigo sarraceno en igual 
proporción. 
En lo que respecta al protocolo del proceso a seguir en el pre-ensayo, del cual 
puede consultarse el diagrama de flujo en la Figura 3 - 1, se decidió adoptar el 
procedimiento de Gordún et al. (2015), modificado convenientemente para la 
formulación propuesta en este trabajo.  
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La cantidad de ingredientes utilizada cada día del experimento, así como 
también otros parámetros, como por ejemplo el rendimiento de la masa (dough 
yield) y la proporción harinas:agua, pueden consultarse en la Tabla 3 - 1. 
FASE 1: PRE-FERMENTO 
El primer día del pre-ensayo se inició la preparación del pre-fermento y, 
después de varios ensayos, se fijó una proporción harinas:agua de 1:1.5 con 
el objetivo de obtener una consistencia fluida de la masa. Entonces, se 
mezclaron 90 g de cada una de las harinas (270 g de peso total de las tres 
harinas) con 405 mL de agua, la cual fue previamente calentada en el 
microondas para ser mezclada con las harinas a una temperatura de 30ºC 
±2ºC. Después de mezclar los ingredientes de forma manual (removiendo 
durante 5 minutos en el sentido de las agujas del reloj), se midió el pH de 
forma directa y se dejó fermentar la masa a una temperatura de 30ºC ±2ºC, 
hasta alcanzar un valor de pH de 4.00 ±0.20. Se realizaron controles de pH 
cada 2 o 4 horas hasta las 8:30 p.m. de ese día. 
Una vez alcanzado el valor de pH esperado, se reservó una cantidad del pre-
fermento para renovar nutrientes e iniciar una selección de microorganismos. 
También se reservaron 20 g para la determinación del pH en dilución y acidez 
total titulable (ATT) por duplicado.  De esta forma, se mezclaron 225 g del pre-
fermento con la misma cantidad de amaranto, trigo sarraceno, quinoa y agua 
(30ºC ±2ºC) que el día anterior, obteniéndose así una masa madre de 900 g 
que se dejó fermentando (30ºC ±2ºC) hasta alcanzar un pH de 4.00 ±0.20. 
Durante el período de fermentación, se realizaron controles de pH de forma 
directa en la masa cada 2-4 horas, excepto el período de tiempo comprendido 
entre las 9 p.m. de ese mismo día y las 8 a.m. del día siguiente. Una vez 
alcanzado el valor de pH esperado se procedió a dejar reposar el pre-fermento 
en una cámara frigorífica a una temperatura 5ºC ±1ºC durante 24 horas.  
Después de 24 horas de bloqueo en frío, se realizó el mismo proceso de 
renovación de nutrientes que se realizó el día 2 del pre-ensayo, pero esta vez 
utilizando 75 g de pre-fermento, 45 g de cada una de las harinas y 202.5 mL 
de agua (a una temperatura de 30ºC ±2ºC). Después de mezclar los 
ingredientes de forma manual durante 5 minutos en el sentido de las agujas 
del reloj, la masa obtenida de 412.5 g se dejó fermentar en la estufa (30ºC 
±2ºC), realizando controles directos de pH cada 2-4 horas, hasta alcanzar un 
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valor de pH adecuado. Una vez alcanzado dicho valor, se procedió a dejar el 
pre-fermento en frío (5ºC ±1ºC). 
FASE 2: MASA MADRE MADURA 
Al día siguiente (5º del pre-ensayo), después de retirar el pre-fermento de la 
cámara de frío, se realizó el primer refresco. Para ello, se mezclaron 150 g de 
masa madre con 46.67 g de cada una de las harinas y 210 g de agua (a una 
temperatura de 30ºC ±2ºC). Antes de desechar el fermento sobrante, se 
reservaron 10 g para realizar el control microbiológico. Después de mezclar 
ingredientes, se dejó fermentar la masa de 500 g en la estufa a una 
temperatura de 30ºC ±2ºC, realizando controles de pH de forma directa cada 
2-4 horas hasta las 8:00 p.m., hora a la cual se bloqueó en frío (5ºC ±1ºC) 
durante todo el fin de semana.  
Tanto el día 8 como el día 9 del pre-ensayo, se repitió el mismo proceso del 
día 5 pero dejando el fermento maduro en la estufa (a 30ºC ±2ºC) el tiempo 
necesario hasta alcanzar un valor de pH óptimo y realizando controles de pH 
cada 2-4 horas. Además, el mismo día 8 se realizó la lectura de las placas de 
levaduras totales, mientras que el día 9 se realizó otro control de ATT.  
Una vez finalizado el pre-ensayo el día 9 y después de efectuar la lectura de 
las placas de las bacterias ácido-lácticas el día 10, se procedió a elaborar el 
protocolo a seguir en el ensayo principal. 
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A (90g)
Q (90g)
TS (90g)
Agua (405g)
Mezclar 
ingredientes 
(5min, 6.28 rad/
s) + determinar 
pH (directo)
Mezclar 
ingredientes 
(5min, 6.28 rad/
s) + determinar 
pH (directo)
675g
Fermentación 
(24h a 
30ºC±2ºC)
Determinar pH 
(directo)
675g
20g 
Determinar pH (dilución) y ATT
225g
A (90g)
Q (90g)
TS (90g)
Agua (405g)
900g 
Fermentación 
(16h a 
30ºC±2ºC)
Determinar pH 
(directo)
Bloqueo en frío 
(24h a 5ºC±1ºC)
900g 75g 
A (45g)
Q (45g)
TS (45g)
Agua (202,5g)
Mezclar 
ingredientes 
(5min, 6.28 rad/
s) + determinar 
pH (directo)
Fermentación 
(8h a 30ºC±2ºC)
Medir pH 
(directo)
Bloqueo en frío 
( 5ºC±1ºC) 
hasta el día 5
412,5g 
412,5g 
10g 
Análisis microbiológico
150g 
A (46,67g)
Q (46,67g)
TS (46,67g)
Agua (210g)
Mezclar 
ingredientes 
(5min, 6.28 rad/
s) + determinar 
pH (directo)
Fermentación 
(+4h a 
30ºC±2ºC)
500g
Determinar pH 
(directo)
Bloqueo en frío 
(5ºC±1ºC) hasta 
día 8
DÍAS 8 Y 9: 
-Repetir el mismo proceso que el día 5 (salvo el análisis 
microbiológico)
- El día 9 hay que realizar un control de pH (dilución) y ATT 
(justo después de sacar el fermento del bloqueo en frío, 
antes de finalizar el experimento)
DÍA 1 DÍA 2
DÍA 3DÍA 4
DÍA 5 (primer refresco)
 
Figura 3 - 1. Protocolo seguido en el pre-ensayo, adaptado de Gordún et al. (2015). Las iniciales A, Q y TS corresponden a las harinas de amaranto, quinoa y trigo sarraceno, 
respectivamente
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Tabla 3 - 1. Formulación de la masa madre elaborada a partir de harina amaranto (A), quinoa (Q) y 
trigo sarraceno (TS) a lo largo de todo el pre-ensayo, indicándose las cantidades de fermento nuevo 
(FN), fermento viejo (FV) y la cantidad de ingredientes sólidos (IS) y líquidos (IL) totales en toda la 
masa, totales en el fermento nuevo (ISFN, ILFN) y totales en el fermento viejo (ISFV, ILFV), así como 
también el peso total de la masa (PT), el rendimiento de la masa o dough yield 
(DY=[(PT/ISTOTAL)·100]), proporción IS:IL y proporción de fermento viejo utilizado en relación al 
nuevo (FV:FN). 
FASE FASE 1: PRE-FERMENTO FASE 2: MASA MADRE MADURA 
DÍA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
A (g) 90.00 90.00 - 45.00 46.67 - - 46.67 46.67 
Q (g) 90.00 90.00 - 45.00 46.67 - - 46.67 46.67 
TS (g) 90.00 90.00 - 45.00 46.67 - - 46.67 46.67 
Agua (g) 405.00 405.00 - 202.50 210.00 - - 210.00 210.00 
FN (g) 675.00 675.00 - 337.50 350.00 - - 350.00 350.00 
ISFN (g) 270.00 270.00 - 135.00 140.00 - - 140.00 140.00 
ILFN (g) 405.00 405.00 - 202.50 210.00 - - 210.00 210.00 
FV (g) - 225.00 - 75.00 150.00 - - 150.00 150.00 
ISFV (g) - 90.00 - 30.00 60.00 - - 60.00 60.00 
ILFV (g) - 135.00 - 45.00 90.00 - - 90.00 90.00 
PT (g) 675.00 900.00 - 412.50 500.00 - - 500.00 500.00 
ISTOTAL (g) 270.00 360.00 - 165.00 200.00 - - 200.00 200.00 
ILTOTAL (g) 405.00 540.00 - 247.50 300.00 - - 300.00 300.00 
IS:IL 1:1.5 1:1.5 - 1:1.5 1:1.5 - - 1:1.5 1:1.5 
DY 250 250 - 250 250 - - 250 250 
FV:FN - 1:3.00 - 1:4.5 1:2.33 - - 1:2.33 1:2.33 
 
 
3.5. Ensayo principal 
 
Este experimento se desarrolló siguiendo el protocolo que se detalla en la 
Figura 3 - 2, ideado tras el pre-ensayo y las cantidades utilizadas de cada 
ingrediente, así como también el valor de otros parámetros (rendimiento de la 
masa, proporción harinas:agua) se puede observar en la Tabla 3 - 2. 
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                                     DÍA 3
A (80g)
Q (80g)
TS (80g)
Agua (360g)
Mezclar 
ingredientes 
(2 min, 20.94 
rad/s) + 
determinar pH 
(directo)
600g
Determinar pH (dilución) y ATT
Fermentación 
(24h a 
30ºC±2ºC)
20g 
580g
Determinar pH 
(directo)
30g 
Determinar pH (dilución), ATT y microbiología
225g
A (70g)
Q (70g)
TS (70g)
Agua (315g)
Mezclar 
ingredientes 
(2min, 20.94 
rad/s) + 
determinar pH 
(directo)
750g 
20g 
Determinar pH (dilución) y ATT
Fermentación 
(16h a 
30ºC±2ºC)
Determinar pH 
(directo)
Bloqueo en frío 
(24h a 5ºC±1ºC)
720g 
20g 
Determinar pH (dilución) y ATT
360g 
A (72g)
Q (72g)
TS (72g)
Agua (324g)
Mezclar 
ingredientes
(2min, 20.94 
rad/s) + 
determinar pH 
(directo)
900g 
20g 
Determinar pH (dilución) y ATT
Fermentación 
(6h a 30ºC±2ºC)
Determinar pH 
(directo)
Bloqueo en frío 
(5ºC±1ºC) hasta 
día 5
880g 30g Determinar pH (dilución), ATT y microbiología
150g
A (46,67g)
Q (46,67g)
TS (46,67g)
Agua (210g)
Mezclar 
ingredientes
(2min, 20.94 
rad/s) + 
determinar pH 
(directo)
500g
20g Determinar pH (dilución) y ATT
Fermentación 
(6h a 30ºC±2ºC)
Determinarr pH 
(directo)
Bloqueo en frío 
(5ºC±1ºC) hasta 
próximo 
refresco
En los días 8, 9, 10, 11 y 12:
- Realizar el mismo proceso 
que el del día 5 (mismas 
cantidades de ingredientes e 
inóculo para la masa madre), 
pero solo realizando el análisis 
microbiológico los días 8, 10 y 
12. 
- Realizar los refrescos y los 
ensayos exactamente a las 
mismas horas
DÍA 1
DÍA 4
DÍA 2
DÍA 5 (Primer refresco)
DÍAS 8,9,10, 11 Y 12 (REFRESCOS)
 
Figura 3 - 2. Protocolo seguido para las tres réplicas durante el ensayo por triplicado, adaptado de Gordún et al. (2015). Las iniciales A, Q y TS hacen referencia a las harinas 
de amaranto, quinoa y trigo sarraceno, respectivamente.   
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FASE 1: PRE-FERMENTO 
El primer día se arrancaron las tres masas madre, las cuales fueron 
codificadas como AQT1, AQT2 y AQT3. Para preparar cada uno de los pre-
fermentos, se mezclaron 80 g de cada una de las harinas con 360 mL de agua 
(30ºC ±2ºC) con ayuda de una amasadora (Kenwood, modelo KM 336) 
durante 2 minutos a 20.94 rad/s. Después de mezclar los ingredientes y 
comprobar que la consistencia era la deseada (líquida) se determinó el pH de 
forma directa y se dejó reposar a temperatura ambiente mientras se repetía el 
mismo proceso para preparar los otros dos pre-fermentos. Una vez listos los 
tres pre-fermentos, se dejaron en la estufa durante 24 horas a una 
temperatura de 30ºC ±2ºC.  
Después de 24 horas de fermentación, se procedió a realizar la primera 
renovación de nutrientes. Para ello, se tomaron de cada uno de los tres pre-
fermentos (AQT1, AQT2 y AQT3) dos muestras de 10 g para la determinación 
de pH en dilución acuosa y ATT, una muestra de 30 g para los controles 
microbiológicos y se reservaron 225 g de pre-fermento. Las muestras para la 
determinación de pH y acidez se guardaron en el congelador (-20ºC ±1ºC) 
hasta el momento de analizarlas, mientras que las muestras para el análisis 
microbiológico se guardaron en la nevera (7ºC ±1ºC). Para la renovación de 
nutrientes de cada una de las réplicas, se mezcló en la amasadora (2 minutos, 
20.94 rad/s) la porción anterior de pre-fermento de 225 g con 70 g de cada 
una de las harinas y 315 mL de agua a 30ºC ±2ºC. Después de la mezcla de 
ingredientes, se volvieron a tomar muestras para la determinación de pH y 
ATT, de la misma manera que se ha explicado anteriormente, y también se 
guardaron en el congelador (-20ºC ±1ºC) hasta el momento del análisis, a la 
vez que se dejaron incubar los pre-fermentos AQT1, AQT2 y AQT3 en la 
estufa (30ºC ±2ºC) durante 16 horas, comprobando el valor de pH directo en 
masa previamente.  
Al día siguiente, después de 16 horas de fermentación se midió el pH de forma 
directa en la masa y después se procedió a dejar los tres pre-fermentos en la 
cámara de frío (5ºC ±1ºC) durante 24 horas.   
Después de 24 horas de bloqueo en frío, se retiraron de la cámara los tres 
pre-fermentos y se midió el pH de forma directa (en la masa) de cada uno de 
ellos. A continuación, de cada uno de los pre-fermentos, se tomaron muestras 
para la determinación de pH y ATT y se reservaron 360 g como inóculo para la 
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mezcla de nutrientes. Después de guardar las muestras de pH y ATT en el 
congelador (-20ºC ±1ºC) se mezclaron en la amasadora (2 minutos, 20.94 
rad/s rpm) el inóculo y los ingredientes (72 g de cada harina y 324 mL de agua 
a 30ºC ±2ºC) de cada una de las réplicas. Finalmente, después de medir el pH  
directo de cada una de las réplicas, éstas fueron llevadas a la estufa para 
fermentar durante 6 horas a 30ºC ±2ºC. Pasado el tiempo establecido de 
fermentación y de comprobar el pH de forma directa, se bloquearon en frío 
(5ºC ±1ºC) los tres pre-fermentos hasta el día siguiente.  
FASE 2: MASA MADRE MADURA 
A las 93 horas de ensayo (5º día), se procedió a realizar el primer refresco de 
cada uno de los pre-fermentos.  
En primer lugar, después del bloqueo en frio se retiraron las masas madre de 
la cámara y se comprobó el pH de forma directa. Después (a las 12 a.m.) se 
tomaron muestras para la determinación de pH y ATT, así como también para 
análisis microbiológicos, de la misma manera que se ha explicado 
anteriormente. Por último, se reservaron 150 g de masa madre vieja, que 
también podemos llamar fermento viejo, para los controles microbiológicos. 
Los refrescos fueron realizados para cada réplica por igual, de manera que se 
mezclaron los 150 g de fermento viejo con 46.67 g de cada una de las harinas 
y 210 mL de agua a 30ºC ±2ºC. Una vez realizado el refresco de cada una de 
las réplicas, se midió el pH de forma directa en cada una de las masas y se 
tomaron muestras para la determinación de pH y ATT.  
Después (a la 1 p.m.) se procedió a la fase de fermentación, se introdujeron 
las masas madre en la estufa (30ºC ±2ºC) durante 6 horas y se comprobó el 
pH de forma directa antes de bloquear  las tres masas madre en frío (5ºC 
±1ºC) durante todo el fin de semana, hasta pasadas las 167 horas, 
aproximadamente. 
A las 167 horas (día 8) se retomaron los refrescos de las tres masas madre. 
Para ello, se siguió exactamente el mismo procedimiento que el día 5 (primer 
refresco). El resto de la semana (167–270 horas), también se repitió el mismo 
proceso de refrescos, tomando muestras para los ensayos microbiológicos a 
las 215 y 263 horas (días 10 y 12, respectivamente). 
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Finalmente, el experimento se da por finalizado el día 17 (pasadas 384 horas 
del inicio ensayo, aproximadamente) con la lectura de las placas 
correspondientes a los análisis microbiológicos del día 12.  
 
Tabla 3 - 2. Formulación de la masa madre formulada a partir de harina amaranto (A), quinoa 
(Q) y trigo sarraceno (TS) a lo largo de todo el ensayo, indicándose las cantidades de fermento 
nuevo (FN), fermento viejo (FV) y la cantidad de ingredientes sólidos (IS) y líquidos (IL) totales en 
toda la masa, totales en el fermento nuevo (ISFN, ILFN) y totales en el fermento viejo (ISFV, ILFV), 
así como también el peso total de la masa (PT), el rendimiento de la masa o dough yield 
(DY=[(PT/ISTOTAL)·100]), proporción IS:IL y proporción de fermento viejo utilizado en relación al 
nuevo (FV:FN). 
FASE FASE 1: PRE-FERMENTO FASE 2: MASA MADRE MADURA 
DÍA 1 2 3 4 5 6 7 8, 9, 10, 11 y 12  
A (g) 80.00 70.00 - 72.00 46.67 - - 46.67 
Q (g) 80.00 70.00 - 72.00 46.67 - - 46.67 
TS (g) 80.00 70.00 - 72.00 46.67 - - 46.67 
Agua (g) 360.00 315.00 - 324.00 210.00 - - 210.00 
FN (g) 600.00 525.00 - 540.00 350.00 - - 350.00 
ISFN (g) 240.00 210.00 - 216.00 140.00 - - 140.00 
ILFN (g) 360.00 315.00 - 324.00 210.00 - - 210.00 
FV (g) - 225.00 - 360.00 150.00 - - 150.00 
ISFV (g) - 90.00 - 144.00 60.00 - - 60.00 
ILFV (g) - 135.00 - 216.00 90.00 - - 90.00 
PT (g) 600.00 750.00 - 900.00 500.00 - - 500.00 
ISTOTAL (g) 240.00 300.00 - 360.00 200.00 - - 200.00 
ILTOTAL (g) 360.00 450.00 - 540.00 300.00 - - 300.00 
IS:IL 1:1.5 1:1.5 - 1:1.5 1:1.5 - - 1:1.5 
DY 250 250 - 250 250 - - 250 
FV:FN - 1:2.33 - 1:1.5 1:2.33 - - 1:2.33 
 
3.6. Análisis de ingredientes 
 
Se realizó un análisis microbiológico de cada una de las harinas que 
componen la masa madre: harina de amaranto, harina de quinoa y harina de 
trigo sarraceno.  
Se determinó la población de bacterias ácido-lácticas y levaduras totales, 
siguiendo el procedimiento descrito en el próximo apartado (3.7.). 
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3.7. Análisis microbiológicos 
 
En los tres experimentos que conforman la parte experimental de este trabajo 
se consideró la determinación de tres biomarcadores: bacterias ácido-lácticas, 
levaduras totales (Saccharomyces y no-Saccharomyces) y levaduras no-
Saccharomyces, aunque éste último biomarcador solo fue determinado en el 
ensayo principal.  
Para determinar cada biomarcador es necesario un medio de cultivo en el que 
los microorganismos puedan crecer cuando sean sembrados en placa; en el 
caso de las bacterias ácido-lácticas se utilizó agar MRS modificado, para las 
levaduras totales se utilizó  agar WL, y para la determinación de levaduras del 
tipo no-Saccharomyces  se  utilizó agar Lisina.  
3.7.1. Preparación del material necesario para la determinación de los 
biomarcadores seleccionados 
 
El procedimiento llevado a cabo para la elaboración de cada uno de los 
medios de cultivo, así como también para la solución isotónica (Ringer ¼), se 
explica a continuación a rasgos generales, a la vez que se indica la cantidad 
total preparada para los tres experimentos. 
Para preparar el agar MRS modificado se pesaron 66 g de medio MRS 
(Sharlab, España) por cada litro de agua destilada. Después de mezclar el 
medio con el agua destilada, se añadió un 10% de zumo de tomate 
despectinizado, un 10% de mosto, 2 g de maltosa por cada 100 mL de medio 
y 0.075 g/L de actidiona (Sigma-Aldrich, España). Finalmente, una vez todos 
los componentes se encontraban perfectamente disueltos y la mezcla era 
homogénea, el medio se esterilizó en el autoclave durante 15 minutos a 
121ºC. En este caso, se prepararon en total 1340 mL de medio agar MRS 
modificado, tal y como se indica en la Tabla 3 - 3. 
El agar WL se preparó mezclando 80 g de medio WL (Scharlab, España) por 
cada litro de agua destilada. Posteriormente, se esterilizó en el autoclave 
durante 15 minutos a 121ºC. Antes de utilizarlo, se añadieron 50 mg/L de 
cloranfenicol (Acros Organics, Bélgica).  En total, para los tres experimentos 
llevados a cabo se prepararon y distribuyeron 1220 mL de este medio tal y 
como se puede observar en la Tabla 3 - 3. 
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Tabla 3 - 3. Material preparado para llevar a cabo los ensayos microbiológicos del pre-ensayo, ensayo por triplicado y análisis de ingredientes. ACT: actidiona, AD: agua 
destilada, CLO: cloranfenicol, LP: lactato potásico, MAL: maltosa, MOS: mosto, ZTD: zumo de tomate despectinizado. 
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Material a preparar 
Frascos Medio 
Cantidades de reactivos correspondientes a 1 unidad 
Medio ZTD MOS AD MAL ACT 
(unidades) (mL/unidad) (g) (mL) (mL) (mL) (g) (g) 
1 frasco Pirex de 250 mL con 140 mL de medio 1 140.00 9.24 14.00 14.00 112.00 2.80 0.0105 
4 frascos Pirex de 250 mL con 180 mL de medio 4 180.00 11.88 18.00 18.00 144.00 3.60 0.0135 
2 frascos Pirex de 250 mL con 240 mL de medio 2 240.00 15.84 24.00 24.00 192.00 4.80 0.0180 
A
g
a
r 
W
L
 
Material a preparar 
Nº frascos Medio 
Cantidades de reactivos correspondientes a 1 unidad 
Medio AD CLO 
(unidades) (mL/unidad) (g) (mL) (g) 
1 frasco Pirex de 100 mL con 40 mL de medio 1 40.00 3.20 40.00 0.0020 
1 frasco Pirex de 250 mL con 180 mL de medio 1 180.00 14.40 180.00 0.0090 
5 frascos Pirex de 250 mL con 200 mL de medio 5 200.00 16.00 200.00 0.0100 
A
g
a
r 
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Material a preparar 
Nº frascos Medio 
Cantidades de reactivos correspondientes a 1 unidad 
Medio AD LP CLO 
(unidades) (mL/unidad) (g) (mL) (mL) (g) 
5 frascos Pirex de 250 mL con 180 mL de medio 5 180.00 11.88 178.20 1.80 0.0180 
S
o
lu
c
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n
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 Material a preparar 
Nº frascos Medio 
Cantidades de reactivos correspondientes a 1 unidad  
Ringer ¼ AD 
(unidades) (mL/unidad) (g) (mL) 
19 frascos de Pirex de 100 mL con 90 mL de Ringer 1/4 19 90.00 0.225 90.00 
1287 mL de Ringer distribuidos en tubos de ensayo 143 9.00 3.225 1290.00 
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Para el agar Lisina se mezcló 6.6 g de medio (Oxoid, Inglaterra) por cada 
100 mL de agua destilada con 1 mL de lactato potásico al 50% por cada 
100 mL de medio. Este medio no se autoclava y, en el caso de no 
utilizarlo de forma inmediata, se congela hasta el momento de su uso. En 
el momento de utilizarlo, se calentó el volumen necesario en un baño a 
50ºC. Una vez el medio se encontraba en estado líquido y disuelto, se 
llevó a ebullición en el microondas. Después, se dejó enfriar hasta que se 
alcanzó una temperatura de 50ºC y se añadieron 100 mg/L de 
cloranfenicol (Acros Organics, Bélgica). Finalmente, el pH fue ajustado a 
4.80 ±0.50 con ácido láctico al 50%. De este medio se prepararon 900 mL 
distribuidos en frascos Pirex (Tabla 3 - 3).  
Por último, para preparar la solución de Ringer ¼ (eluyente con el que se 
realizan las diluciones decimales de la muestra tomada) se disolvieron 2.5 
g de Ringer ¼ (Sharlab, España)  por cada litro de agua destilada y 
después se esterilizó en el autoclave durante 15 minutos a 121ºC. En 
total, para todos los experimentos llevados a cabo, se prepararon 19 
botes Pirex de 100 mL con 90 mL  de solución Ringer ¼ y 143 tubos de 
ensayo con 9 mL de la solución  en cada uno de ellos (Tabla 3 - 3). 
3.7.2. Homogeneización de las muestras y preparación del banco de diluciones 
decimales 
 
En condiciones asépticas se tomó, dependiendo del experimento, de la 
masa madre o de los ingredientes, una muestra de 10 g  y se mezcló con 
90 mL de Ringer ¼  y se agitó bien la muestra hasta observar una 
completa homogeneidad, obteniendo así la dilución inicial (1:10).  
Una vez obtenida la dilución inicial (1:10), la preparación del banco de 
diluciones de cada muestra se realizó tomando 1 mL de la dilución inicial 
e introduciendo ese volumen en un tubo de ensayo que contenía 9 mL de 
Ringer ¼. Después de homogeneizar el contenido del tubo agitándolo 
durante 5 segundos, se obtuvo como resultado la dilución 1:100 y a partir 
de esta dilución se preparó la siguiente (1:1000), y así de forma 
consecutiva hasta obtener el número de diluciones decimales seriadas 
necesarias para efectuar la siembra en placa de los biomarcadores 
analizados para cada uno de los experimentos y para cada una de las 
muestras tomadas en esos experimentos.  
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Todo el proceso se realizó en condiciones asépticas. El número de 
diluciones  realizadas varió con el experimento realizado (pre-ensayo, 
ensayo principal  o análisis de ingredientes) y con el momento en el que 
se tomó la muestra. Se realizaron más diluciones a medida que avanzaba 
el experimento, puesto que se esperaban poblaciones mayores de 
microorganismos a medida que el fermento ganaba en madurez.  
3.7.3. Siembra en masa 
 
Partiendo del banco de diluciones decimales seriadas preparado, se llevó a 
cabo la siembra en masa en placas Petri bajo condiciones asépticas. 
Dependiendo del experimento del que se trataba, del día del experimento y del 
biomarcador que se quería determinar, se sembraron unas diluciones en 
concreto   en función del número de microorganismos esperados.  
Antes de realizar la siembras, se etiquetaron  las placas con el código de la 
masa madre o bien el ingrediente analizado, dilución sembrada, fecha y medio 
de cultivo. Una vez identificadas correctamente todas las placas, bajo 
condiciones asépticas se depositó en cada placa 1 mL de la dilución 
correspondiente y 18-20 mL del medio de cultivo correspondiente al 
biomarcador a determinar.  
Una vez realizadas las siembras en masa y de remover el contenido de cada 
placa, se incubaron a tiempos y temperaturas distintas en función del 
biomarcador. En el caso de las bacterias ácido-lácticas, se incubaron dentro 
de un cristalizador cerrado herméticamente con una vela encendida dentro, 
para conseguir así una menor concentración de oxígeno en el interior del 
recipiente. Éste recipiente se mantuvo en una estufa a 30ºC ±2ºC durante 5 
días, momento en el que se realizó la lectura de población viable. Las 
levaduras, tanto las sembradas en agar WL como en agar Lisina se incubaron 
en una estufa a 27ºC ±2ºC. El tiempo de incubación, sin embargo, era de 2 
días en el caso de levaduras totales, mientras que para las levaduras del tipo 
no-Saccharomyces se optó por un tiempo que oscilaba entre 2-5 días, 
revisando las placas a lo largo de ese período y realizando los recuentos cada 
día en caso de ser necesario, con tal de asegurar una buena lectura. 
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3.7.4. Lectura de placas y recuento de población viable 
 
Las lecturas de las placas se efectuaron después de los tiempos de 
incubación mencionados anteriormente y, siempre que fue posible, se 
aplicaron dos criterios para descartar aquellas placas cuya lectura pudiera 
resultar errónea. El primer criterio consiste en que las placas de diluciones 
consecutivas deben de tener valores que mantengan la relación decimal, 
mientras que el segundo criterio hace referencia a dar como válidas solo 
aquellas placas que contengan entre 30 y 300 colonias en el caso de bacterias 
ácido-lácticas, o bien entre 15 y 150 en el caso de las levaduras (totales y no-
Saccharomyces). Los resultados se expresaron en log UFC/g (logaritmo en 
base 10 de las unidades formadoras de colonias por gramo de  pre-fermento, 
masa madre o  de ingrediente analizado, dependiendo del experimento).  
Una vez finalizada la lectura, las placas eran autoclavadas y desechadas, 
excepto las placas correspondientes a la siembra del día 12 del ensayo (último 
día), que se guardaron en la nevera hasta el momento de llevar a cabo el 
aislamiento y purificación de colonias, con objeto de generar una colección de 
microorganismos pertenecientes a la masa madre formulada. 
 
3.8. Análisis físico-químicos 
 
Con el objetivo de realizar un control de los cambios físico-químicos que 
sucedieron tanto en la evolución del pre-fermento como de la masa madre 
madura, se llevó a cabo un seguimiento del pH y de la ATT.  Estas medidas se 
realizaron durante el pre-ensayo y el ensayo principal siguiendo el patrón 
temporal explicado anteriormente en el apartado de diseño experimental.  
El seguimiento del pH se efectuó por dos métodos, de forma directa y en 
dilución acuosa. En lo que respecta al pH directo, éste hace referencia a la 
medida del pH sin que la muestra se encuentre en disolución acuosa, por lo 
que para realizar esta medida se colocó el electrodo del medidor de pH 
(Crison Instruments, S.A., España), previamente calibrado, directamente en 
contacto con el pre-fermento o la masa madre madura. En lo que se refiere a 
la determinación del pH en dilución acuosa hace referencia a la lectura de pH 
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de una muestra (pre-fermento o la masa madre) previamente diluida en agua 
destilada. 
Para la determinación del pH en dilución y de la ATT, se tomaron muestras de 
10 g y se mantuvieron en el congelador a -20ºC ±1ºC hasta el momento del 
análisis.  
Una vez llegado el momento, se retiraron las muestras de masa madre del 
congelador para añadir a cada una de las muestras de 10 g cada una, 90 mL 
de agua destilada, 5 gotas de fenolftaleína (Panreac, España) al 1% como 
indicador y un imán. A continuación, manteniendo la muestra en un agitador 
magnético a 10.47 rad/s se añadió la cantidad de NaOH 0.1M (Panreac, 
España) necesaria hasta que la muestra alcanzó un pH de 8.50 o hasta un 
valor próximo a 8.50 pH que se mantuviera estable durante 20 segundos. El 
valor de ATT registrado se expresa como mL de NaOH 0.1 M gastados por 
cada 10 g de masa madre. En lo que respecta al pH en dilución, se anotó el 
valor que daba el medidor de pH con la muestra en agitación, justo antes de 
comenzar a añadir NaOH a la muestra. 
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4. Resultados y discusión 
4.1. Pre-ensayo 
4.1.1. Grado de hidratación de la masa 
 
En un principio, la masa madre se inició mezclando 90 g de cada una de las 
harinas con 270 mL de agua, lo cual implica una proporción de ingredientes 
secos:ingredientes líquidos de 1:1. No obstante, como no se obtuvo la 
consistencia deseada, se decidió añadir 135 mL más de agua, para así 
trabajar con una proporción 1:1.5 y obtener una textura de masa fluida. 
4.1.2. pH y acidez total titulable (ATT) 
 
Al inicio del experimento, se hizo evidente la presencia de actividad 
microbiana dado el aspecto de la masa (Figura 4 - 1) y el descenso de pH 
después de 24 horas de fermentación a 30ºC ±2ºC (Figura 4 - 2). De hecho, 
tal y como se muestra en la Figura 4 - 2, en la cual se puede observar la 
evolución del pH a lo largo de todo el pre-ensayo, en las primeras 24 horas el 
pH descendió desde un valor de 6.40 en el momento de mezcla de 
ingredientes, hasta un valor de 4.15. Además, el aspecto de la masa en ese 
momento no solo reveló la presencia de actividad microbiana, sino que puede 
deducirse en concreto una presencia importante de levaduras, dado el 
volumen alcanzado por el fermento debido a la producción de CO2. 
Una vez confirmada la actividad del pre-fermento, se continuó el experimento 
renovando nutrientes y observando las horas necesarias de fermentación a 
30ºC ±2ºC para disminuir el pH hasta valores comprendidos entre 4.00 y 4.20. 
En este sentido, en lo que respecta a las horas de fermentación necesarias 
para alcanzar un pH de 4.00–4.20, se puede observar en la Figura 4 - 2 que a 
medida que transcurre el tiempo desde el inicio del experimento, se necesitan 
menos horas de fermentación manteniendo la misma temperatura (30ºC ±2ºC) 
en todo momento.  
 
 
Elaboración de masas madre de pan sin gluten 41 
 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
 
Figura 4 - 1. Aspecto del pre-fermento del pre-ensayo después de 24 horas de fermentación a 30ºC ±2ºC (A) 
y detalle de su textura (B). 
 
El primer día fueron necesarias 24 horas de fermentación para alcanzar un 
valor de pH dentro del intervalo [4.00, 4.20] considerado como óptimo, 
mientras que el último día del experimento solo se necesitaron 6 horas para 
obtener el resultado esperado.  
Por otra parte, en el caso de la renovación de nutrientes, tras llevarla a cabo 
se alcanzaron valores de pH entre 5.12 y 5.40, mientras que en el caso de los 
valores conseguidos después de las horas de fermentación correspondientes 
en cada día del ensayo se encuentran entre 4.04 y 4.21.  
No obstante, el día en el que se efectuó el primer refresco (véanse los valores 
de pH entre las 96 y 120 horas de la Figura 4 - 2), se esperaba obtener 
valores de pH óptimos tras 4 horas de fermentación, pero solo se alcanzó un 
valor de pH de 4.46 en ese período de tiempo.  
Por lo tanto, en los otros dos refrescos efectuados a lo largo de las 162 y 193 
horas (días 8 y 9, respectivamente) se dejó más tiempo de fermentación hasta 
alcanzar un valor de pH óptimo, resultando en un tiempo de fermentación de 7 
y 6 horas en los días 8 y 9 del pre-ensayo, respectivamente. 
Por otro lado, se realizaron dos determinaciones de ATT a lo largo de todo el 
ensayo, concretamente a las 68 y a las 193 horas, en los que se registraron 
valores de ATT de 21.50 y 17.00 mL  de NaOH 0.1M/ 10 g masa madre, 
respectivamente. 
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4.1.3. Recuento de bacterias ácido-lácticas (LAB) y de levaduras totales 
 
El recuento microbiológico llevado a cabo el 5º día del pre-ensayo, en 
concreto a las 98 horas de haber comenzado el pre-ensayo, sirvió para 
confirmar, junto con los valores de pH y ATT, la presencia tanto de levaduras 
totales (Saccharomyces y no-Saccharomyces) como de bacterias ácido-
lácticas. De esta forma, en el momento en el que se comenzaron los 
refrescos, el fermento contaba con una población de levaduras totales de 5.43 
log UFC/g, mientras que la población de bacterias ácido-lácticas resultó ser 
mayor, en concreto de 9.39 log UFC/g.   
Como se pudo observar en la Figura 4 - 1, después de la primera fermentación 
la masa había duplicado, incluso triplicado, su volumen debido a la presencia 
de burbujas de gas resultantes del metabolismo fermentativo de las levaduras, 
lo cual probablemente podría indicar una dominancia de levaduras del tipo 
Saccharomyces en detrimento de las no-Saccharomyces. Sin embargo, el 
resto de los días del ensayo no se observó ningún tipo de aumento de 
volumen tras la fermentación y ésta observación, junto con el tipo de colonias 
visualizadas en las placas que fueron sembradas conllevan a plantear la 
situación de que en un principio dominan las levaduras tipo Saccharomyces, 
pero una vez pasada la primera fermentación de 24 horas, se implantan las 
levaduras no-Saccharomyces. 
4.1.4. Propuesta de un protocolo de iniciación y de mantenimiento de una 
masa madre sin gluten 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el pre-ensayo, se fijaron los 
parámetros y condiciones necesarias para la preparación de una masa madre  
con la formulación planteada a partir de harinas de diferentes pseudocereales 
(amaranto, quinoa y trigo sarraceno). De esta forma, los parámetros fijados y 
que se tuvieron en cuenta para la elaboración del protocolo del ensayo 
principal se exponen en la Tabla 4 - 1. 
En relación a la información que se muestra en la Tabla 4 - 1, cabe destacar 
varios aspectos. Por un lado, en el caso de la  fase 1 o pre-fermento, los 
tiempos de fermentación y de bloqueo en frío son fijos e inamovibles. El único 
valor flexible es el del bloqueo del fin de semana, que puede encontrarse entre 
48 y 72 horas. En cambio,  en el caso de la segunda fase  o fermento maduro
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Figura 4 - 2. Evolución del pH directo (determinado a 25ºC ±2C) del pre-fermento y del fermento maduro a lo largo del pre-ensayo. Los puntos y cuadrados indican la 
evolución del pH del pre-fermento y del fermento maduro, respectivamente. Cada punto o cuadrado corresponde a una única lectura de pH.  El periodo de tiempo  entre las 
120 y 144 horas corresponde a un fin de semana, durante el cual la masa se mantuvo bloqueada a 5ºC±1ºC. 
Tabla 4 - 1. Parámetros establecidos para el inicio y desarrollo de una masa madre para pan sin gluten de amaranto, quinoa y trigo sarraceno, distinguiendo las condiciones 
necesarias para la preparación del pre-fermento (fase 1) y para el mantenimiento de la masa madre madura a través de refrescos (fase 2). 
FASE 1 FASE 2 
Etapa (día del ensayo) 
Tiempo y 
temperatura 
Comentarios Etapa (día del ensayo) 
Tiempo y 
temperatura 
Comentarios 
 Fermentación (día 1) 24 h, 30ºC ±2ºC 
Inicio del pre-fermento. Multiplicación de 
microorganismos 
1
er 
Refresco y fermentación 
(día 5) 
6 h, 30ºC ±2ºC 
Propagación de la masa madre madura 
Fermentación (día 2) 16 h, 30ºC ±2ºC 
Renovación y fermentación. 
Multiplicación de microorganismos 
Bloqueo en frío (día 5) 
48–72 h, 5ºC 
±1ºC 
Bloqueo en frío hasta el día 8 
1
er
 Bloqueo en frío (día 
3) 
24 h, 5ºC ±1ºC Selección de microorganismos 
2º Refresco y fermentación 
(día  8) 
6 h, 30ºC ±2ºC 
Propagación de la masa madre madura 
Fermentación (día 4) 6 h, 30ºC ±2ºC Renovación y fermentación 
Bloqueo en frío (día 8) 5ºC±1ºC 
Duración indeterminada (bloqueo en frío hasta 
el próximo refresco) 2º Bloqueo en frío (día 
4) 
<24 h, 5ºC ±1ºC Selección de microorganismos 
3,5
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5,0
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los tiempos de fermentación siguen siendo fijos y son siempre los mismos (6 
horas), pero el tiempo de bloqueo es indeterminado, de manera que el tiempo 
de bloqueo puede tener una duración desde unas horas hasta 72 horas como 
máximo. La diferencia de la duración de los tiempos de bloqueo de una fase a 
otra se debe a que en la fase 1 interesa establecer un intervalo de tiempo fijo y 
que sea amplio, con tal de realizar una selección de microorganismos que 
resistan la temperatura de bloqueo, mientras que durante los refrescos de la 
masa madre madura (fase 2) ya se cuenta con una microbiota seleccionada y 
la función del bloqueo es la de conservar la masa madre necesaria con la que 
poder trabajar al día siguiente.   
Asimismo, también se fijaron otras condiciones para los refrescos. De esta 
forma, durante los refrescos se trata de mantener una masa madre de 500 g 
compuesta por un 30% (150 g) de la masa madre madura y 350 g de nuevos 
ingredientes (46.67 g de cada una de las harinas y 210 g de agua), teniendo 
en cuenta que el agua añadida sea de red y se encuentre a una temperatura 
de 30ºC ±2ºC a la hora de realizar la mezcla en la amasadora (2 minutos a 
20.94 rad/s). 
 
4.2. Ensayo principal 
4.2.1. pH  
 
A lo largo de todo el ensayo se determinó tanto el pH directo de la masa como 
el pH diluido. 
En primer lugar, en lo que respecta al pH directo, en la Figura 4 - 3 se 
representa la evolución de este parámetro en las tres réplicas (AQT1, AQT2 y 
AQT3) a lo largo de todo el ensayo principal. En ella puede verse cómo en las 
primeras 24 horas los valores de pH directo desde valores comprendidos entre 
6.26 y 6.42 hasta valores entre 4.08 y 4.15. Pasadas las primeras 24 horas del 
ensayo, cada vez que se realizaba el proceso de renovación de nutrientes se 
obtenían valores de pH entre 4.65 y 5.12, que descendían después del 
proceso de fermentación hasta valores comprendidos entre 3.93 y 4.21.  
A partir de las 167 horas comienza la fase 2 del ensayo principal, en la que se 
realizan los refrescos diarios de la masa madre madura, el pH descendió 
durante la fermentación de 6 horas desde valores comprendidos entre 4.94 y 
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5.14 hasta valores comprendidos entre 3.98 y 4.09. Además, durante esta fase 
se observa una regularidad en el comportamiento de las 3 réplicas, lo cual es 
lo que precisamente se espera en cualquier masa madre madura.  
Por último, cabe destacar el comportamiento similar y  estable de las tres 
réplicas a lo largo de la fase de fermento maduro (167-270 horas), con valores 
promedio (n=3) y de desviación típica comprendidos entre 4.97 (±0.01) y 5.06 
(±0.08) después de realizar el refresco, mientras que los valores promedio 
(n=3) y de desviación típica después de la fermentación (6 h a 30ºC ±2ºC) se 
encuentran entre 4.02 (±0.05) y 4.08 (±0.03).  
 
Figura 4 - 3. Evolución del pH directo (determinado a 25ºC±2ºC) del pre-fermento (puntos) y del fermento 
maduro (cuadrados) de las tres réplicas (AQT1, AQT2, AQT3), a lo largo del ensayo (270 horas).  El espacio 
en blanco en torno a las horas 120 y 144 corresponden a un fin de semana, durante el cual la masa se 
mantuvo a 5ºC±1ºC. 
 
En lo que respecta al pH diluido, se puede observar su evolución en la Figura 
4 - 4. Salta a la vista que sigue la misma tendencia que el pH directo: disminuir 
durante la fermentación y aumentar después de renovar nutrientes (0-93 
horas, fase 1) o después de los refrescos (167-270 horas, fase 2). Al igual que 
en el caso del pH directo, las 3 réplicas mostraron resultados similares y un 
comportamiento estable durante la fase de fermento maduro (fase 2), con 
valores promedio y de desviación típica comprendidos entre 5.18 (±0.02) y 
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5.35 (±0.07) después de los refrescos y entre 4.04 (±0.04) y 4.11 (0.06) 
después de 6 horas de fermentación a 30ºC ±2ºC.   
 
Figura 4 - 4. Evolución del pH en dilución acuosa (determinado a 25ºC ±2ºC) del pre-fermento (puntos) y del 
fermento maduro (cuadrados) de las tres réplicas (AQT1, AQT2 y AQT3) a lo largo del ensayo principal. El 
espacio en blanco en torno a las horas 120 y 144 corresponden a un fin de semana durante el que se 
mantuvo la masa a 5ºC ±1ºC. 
 
 Por lo tanto, si se tienen en cuenta los resultados obtenidos tanto del pH 
directo como del pH en dilución acuosa, se puede afirmar que en lo que 
respecta al pH, las tres masas madre han tenido un comportamiento estable y 
regular.  
Ahora bien, en el caso de una aplicación industrial de esta masa madre, la 
medida más rápida y cómoda es la del pH directo. Sin embargo, es necesario 
poder afirmar si existe relación entre el pH directo y el diluido, para que así 
sea posible medir el pH de una manera. Para ello, se ha realizado una gráfica 
de correlación entre ambas medidas Figura 4 - 5.  
Tal y como se puede apreciar en la Figura 4 - 5, el valor del coeficiente de 
determinación (R2) se encuentra muy próximo a 1, por lo que se puede sacar 
la conclusión de que existe una correlación entre el valor de pH directo y el de 
pH diluido. De esta manera, en el ámbito de una aplicación industrial, se 
podría medir el pH directo y, con una recta de regresión, estimar el pH en 
dilución (y viceversa).  
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Figura 4 - 5. Correlación entre el promedio de valores de pH directo (n=3) y pH diluido (n=3). También se 
expone la recta de regresión junto con el coeficiente R
2
. 
 
Por último, comparar los resultados obtenidos  con los de otros autores resulta 
complicado, dado que no especifican si los resultados de pH corresponden al 
pH directo o en dilución acuosa. Además,  la masa madre elaborada en este 
estudio y las de los otros autores son diferentes en algunos aspectos 
(rendimiento de la masa o DY, harinas utilizadas, cultivos iniciadores de 
bacterias ácido-lácticas y/o levaduras…). No obstante, resulta interesante 
comparar los resultados obtenidos en este experimento con los de otros 
autores porque  aportan información complementaria. Por ejemplo, Sterr et al. 
(2009) trabajaron con una masa madre de amaranto (DY=200) que tardó 48 
horas en descender de un pH 6.0 ±0.2 a 4.0 ± 0.1 a una temperatura de 30ºC, 
mientras que la masa madre con la que hemos trabajado conseguía un pH 
similar en 24 horas. Esta diferencia en el tiempo de fermentación puede ser el 
resultado de uno o múltiples factores, aunque se podría pensar que la mezcla 
de amaranto, quinoa y trigo sarraceno haya fermentado más rápido por un 
efecto sinérgico entre los tres pseudocereales, o bien por la mayor hidratación 
de esa mezcla (DY=250).  Por otro lado, después de 24 horas de fermentación 
Rühmkorf et al. (2012) obtuvieron valores de pH de 3.88, 3.91 y 4.20 en 
masas madre de quinoa (DY=250) inoculadas con diferentes cepas de 
Lactobacillus (L. animalis TMW 1.971, L. reuteri TMW 1.106 y L. curvatus 
TMW 1.624, respectivamente), un 7.5% de sacarosa e incubadas a las 
y = 0,842x + 0,5919 
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temperaturas adecuadas de cada cepa (30ºC en el caso de L. curvatus y 37ºC 
en el caso de las dos cepas restantes). Estos valores se asemejan más a los 
que se han obtenido en nuestro caso, pero resulta difícil comparar resultados 
ya que, a pesar del mismo valor de DY, en nuestro caso la masa madre está 
compuesta por 2 pseudocereales más y no se ha añadido inóculo, ni tampoco 
sacarosa. En el caso de una masa madre de quinoa elaborada solo con harina 
de quinoa y agua (DY=160), se ha observado que tras 16 horas de 
fermentación a 30ºC se ha alcanzado un pH de 5.82 ±0.20 (Rizzello et al., 
2016). A partir de la información expuesta se podría intuir que una masa 
madre solo a base de quinoa parece tener una fermentación más ralentizada 
que la que hemos elaborado a base de amaranto, quinoa y trigo sarraceno. 
Para confirmar la afirmación sería necesario  disponer  de datos de pH a las 
16 horas de fermentación y que las masas tuvieran igual DY.   
4.2.2. Acidez total titulable (ATT) 
 
Los resultados de la evolución  de la acidez total titulable (ATT) de las réplicas 
ATQ1, AQT2 y AQT3 se puede consultar en la Figura 4 - 6.  
 
Figura 4 - 6. Evolución de la acidez total titulable (ATT) determinada a 25ºC ±2ºC del pre-fermento (puntos) y 
del fermento maduro (cuadrados) de las tres réplicas (AQT1, AQT2 y AQT3) a lo largo del ensayo principal. El 
espacio en blanco en torno a las horas 120 y 144 corresponden a un fin de semana durante el que se 
mantuvo la masa a 5ºC ±1ºC. 
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Al inicio del ensayo (0 horas) se obtuvieron valores de ATT entre 2.30 y 2.80 
mL NaOH 0.1 M/10 g masa madre después de mezclar ingredientes, llegando 
a alcanzar valores entre 18.80 y 19.68 mL NaOH 0.1 M/10 g masa madre  
después de 24 horas de fermentación.  
El resto de los días de la fase 1 (0-93 horas), los valores de ATT de los tres 
pre-fermentos aumentaban después de renovar nutrientes, alcanzando valores 
comprendidos entre 7.25 y 10.90 mL NaOH 0.1 M/10 g masa madre, mientras 
que después de fermentar, los pre-fermentos alcanzaron valores de ATT 
comprendidos entre 17.60 y 22.30 mL NaOH 0.1M/10 g masa madre. 
 En la fase de masa madre madura, a partir de las 167 horas transcurridas 
desde el comienzo del ensayo, se realizaron refrescos todos los días, durante 
los cuales las tres réplicas mantuvieron un comportamiento estable y regular. 
De hecho, se obtuvieron valores promedio (n=3) y de desviación típica 
comprendidos entre 17.94 (±0.41) y 19.36 (±0.18) mL NaOH 0.1 M/10 g masa 
madre después de 6 horas de fermentación y bloqueo en frío hasta el próximo 
refresco (<24 horas),  partiendo de valores promedio de ATT y de desviación 
típica entre 7.88 (±0.18) y 8.08 (±0.18) mL NaOH 0.1 M/10 g masa madre 
después de realizar el refresco (antes de fermentar). De esta forma, los 
valores de desviación típica nos indican que las tres réplicas se han 
comportado de forma similar.  
En la Figura 4 - 6 también se puede apreciar que por algún motivo los valores 
más altos de acidez se dan en aquellos momentos en los que las masas han 
pasado por una fermentación y un tiempo de bloqueo en frío de 24 horas o 
superior (todo el fin de semana). En concreto, los valores promedio (n=3) más 
elevados de ATT son de 21.84 (±0.40) y 19.36 (±0.18) mL NaOH 0.1M/10 g 
masa madre, correspondientes a las 68 y 167 horas del ensayo, 
respectivamente. Este hecho puede ser debido simplemente a la diferencia 
que existe entre las diferentes cepas de bacterias ácido-lácticas, de modo que 
puede ser que se dé la situación de una o más cepas que estén mejor 
adaptadas al frío y que por este motivo acidifiquen más la masa durante los 
bloqueos en frío (Rühmkorf et al., 2012).  
Por último, al igual que se ha comentado anteriormente, resulta difícil  
comparar los resultados obtenidos de ATT con los obtenidos por otros autores,  
dadas las diferencias entre las masas, pero resulta útil  debido a que permite 
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intuir a qué se deben las diferencias entre los valores de ATT obtenidos en 
todos los casos. Sterr et al. (2009), después de propagar durante 10 días 
diferentes masas madre de amaranto, obtuvieron valores de ATT finales entre 
25.0 (±1.4) y 33.1 (±5.0) mL NaOH 0.1M/10 g masa madre, valores que se 
diferencian bastante de los valores finales obtenidos en  la fase de masa 
madre madura del ensayo principal (propagación de los días 8-12), los cuales 
se encuentran entre 17.94 (±0.41) y 19.36 (±0.18) mL NaOH 0.1 M/10 g masa 
madre. De la misma manera, Rühmkorf et al. (2012) obtuvieron después de 24 
horas de fermentación en las tres masas madre de quinoa, explicadas 
anteriormente, valores de ATT comprendidos entre 30.30 y 44.85 mL NaOH 
0.1 M/10 g masa madre, los cuales son mucho más altos que los obtenidos en 
nuestro caso. 
4.2.3. Recuento de población viable de los biomarcadores analizados 
 
En el ensayo realizado se consiguió una población mixta de bacterias ácido-
lácticas y levaduras (Saccharomyces y no-Saccharomyces). En las Figuras 4-
7, 4-8 y 4-9 puede observarse la evolución de la población de bacterias ácido-
lácticas (LAB), levaduras totales (LT) y levaduras no-Saccharomyces (LNS), 
respectivamente.  
En lo que respecta a la población de bacterias ácido-lácticas, se alcanzaron 
los siguientes valores promedio (n=3) y desviaciones típicas que se exponen a 
continuación y que pueden consultarse en la Figura 4 - 7. En ella puede verse 
como la población mínima alcanzada de bacterias ácido-lácticas fue de 9.39 
(±0.09) log UFC/g a las 93 horas de haber comenzado el ensayo, mientras 
que la población máxima alcanzada resultó ser de 9.72 (±0.11) log UFC/g 
pasadas, aproximadamente, 167 horas desde el inicio del ensayo. Además, 
como puede observarse en la Figura 4 - 7, aunque parece ser que la población 
de bacterias ácido-lácticas  oscila ligeramente a lo largo de todo el ensayo, se 
pueden considerar que esas oscilaciones no son relevantes y que la población 
de bacterias ácido-lácticas se ha mantenido estable a lo largo tanto de la fase 
1 de pre-fermento como de la fase 2 de masa madre madura. Por otra parte, 
destaca que el valor más alto de esta población se haya obtenido después de 
que las masas estuvieran bloqueadas 73 horas en frío (todo el fin de semana), 
lo cual puede tener relación con el valor elevado de acidez registrado también 
en esos momentos y que hemos mencionado en el apartado anterior. Una 
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posible explicación, aparte de la posible mejor adaptación al frío de unas 
cepas de bacterias ácido-lácticas que otras, es que es probable que las 
bacterias ácido-lácticas hayan crecido más que las levaduras durante el 
bloqueo en frío, debido a la inactivación de las segundas. Entonces, el 
crecimiento de las bacterias ácido-lácticas sin la competencia de las levaduras 
puede haber resultado en una mayor actividad de las bacterias ácido-lácticas 
que ha generado una mayor acidez.  
Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los obtenidos por 
otros autores. Por un lado, Rizzello et al. (2016) obtuvieron poblaciones de 
bacterias ácido-lácticas entre 9.3 (±0.2) y 9.7 (±0.2) log UFC/g en una masa 
madre de quinoa después de 16 horas de fermentación, mientras que 
Rühmkorf et al. (2012) obtuvieron valores en torno a 8.48 y 9.85 log UFC/g en 
masas madre de quinoa (inoculadas con  cepas de bacterias ácido-lácticas 
diferentes) después de 24 horas de fermentación. Estos valores son similares 
al resultado que hemos obtenido, que es 9.54 (±0.14) log UFC/g después de 
22 horas de fermentación. Por otra parte, Sterr et al. (2009) obtuvieron 
poblaciones finales de bacterias ácido-lácticas entre 9.45 y 9.75 log UFC/g en 
masas madre de amaranto después de 10 días con refrescos diarios, mientras 
que en el ensayo realizado en este trabajo se obtuvo una población final de 
bacterias ácido-lácticas 9.62 (±0.08) log UFC/g, por lo que también son 
resultados similares.  
En lo que se refiere a las levaduras totales, a continuación se comentan los 
valores promedio (n=3) obtenidos a partir de las tres réplicas, con los valores 
de desviación típica correspondientes. En primer lugar, en el primer control 
microbiológico realizado (a las 22 horas del inicio del ensayo), fue en el que se 
registró una menor población de levaduras totales, que resultó ser de  4.64 
(±0.18) log UFC/g, mientras que la mayor población registrada fue de 8.20 
(±0.24) log UFC/g en el último control microbiológico, efectuado a las 263 
horas (día 12) de haber iniciado el ensayo. Aparte de los valores numéricos, la 
tendencia que se observa en la Figura 4 - 8 es claramente una tendencia de 
crecimiento en la fase 1 (0-93 horas), aunque a partir de las 167 horas (fase 2) 
se podría decir que la población de levaduras totales tiende a estabilizarse. 
En cuanto a las levaduras tipo no-Saccharomyces, los valores promedio (n=3) 
con los valores de desviación típica correspondientes son los que se 
Elaboración de masas madre de pan sin gluten 52 
 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
comentan a continuación. Por un lado, la menor población alcanzada en los 
fermentos fue de 4.41 (±0.14) log UFC/g, mientras que la mayor fue de 7.54 
(±0.02) log UFC/g, correspondientes a las 22 y 215 horas del ensayo, 
respectivamente. En la Figura 4 - 9 se puede observar la evolución de la 
población de levaduras no-Saccharomyces a lo largo de todo el ensayo 
principal. En ella puede intuirse un crecimiento de la población de levaduras 
del tipo no-Saccharomyces, aunque no se dispone de resultados del control de 
las 93 horas al haber realizado una dilución insuficiente de la muestra. Por otra 
parte, se puede afirmar que por lo general la población de levaduras del tipo 
no-Saccharomyces se mantiene estable en masa madre madura a partir de las 
167 horas de ensayo. 
Tanto en el caso de levaduras totales como en el de levaduras no-
Saccharomyces, no es posible comparar los resultados obtenidos en este 
ensayo con los obtenidos por otros autores, puesto que en la bibliografía 
consultada solo se estudiaban las poblaciones de bacterias ácido-lácticas..  
 
Figura 4 - 7. Evolución de la población de bacterias ácido-lácticas (LAB) en el pre-fermento (puntos) y 
fermento maduro (cuadrados) de cada una de las réplicas (AQT1, AQT2, AQT3) a lo largo de todo el ensayo 
principal.   
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Figura 4 - 8. Evolución de la población de levaduras totales (LT) en el pre-fermento (puntos) y fermento 
maduro (cuadrados) de cada una de las réplicas (AQT1, AQT2, AQT3) a lo largo de todo el ensayo principal.   
 
 
Figura 4 - 9. Evolución de la población de levaduras no-Saccharomyces (LNS) en el pre-fermento (puntos) y 
fermento maduro (cuadrados) de cada una de las réplicas (AQT1, AQT2, AQT3) a lo largo de todo el ensayo 
principal.  
 
En la Figura 4 - 10 se presenta una visión general de la evolución de los 
tres grupos de microorganismos estudiados. Puede observarse como 
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(0-93  horas) como durante los refrescos (167 – 270 horas), corresponde a 
las bacterias ácido-lácticas, las cuales se mantienen estables a lo largo de 
todo el ensayo. En lo que respecta a las levaduras, se puede observar 
cómo en la fase del pre-fermento va aumentando ligeramente la población, 
tanto de levaduras totales como de levaduras no-Saccharomyces, y cómo 
durante los refrescos se mantiene estable. Ahora bien, a pesar de la 
estabilidad que se refleja en cuanto a valores numéricos de poblaciones de 
levaduras, lo que no ha sido estable ha sido el tipo de levadura dominante 
a lo largo de todo el ensayo, es decir, a pesar de que la población en 
cuanto a número de colonias se mantenía estable, a lo largo de todo el 
ensayo se produjeron cambios relevantes en cuanto al tipo de levadura 
que dominaba en cada momento y este hecho podría justificar el aspecto 
que tenía el pre-fermento o la masa madre después de cada tiempo de 
fermentación y durante los refrescos, respectivamente.  
 
 
Figura 4 - 10. Evolución de la población de bacterias ácido-lácticas (LAB), levaduras totales (LT) y levaduras 
no-Saccharomyces (LNS) a lo largo del ensayo principal. Cada uno de los puntos o cuadrados representa el 
valor promedio (n=3) de las tres réplicas (AQT1, AQT2, AQT3). 
 
En la Figura 4 - 11, donde se observa el aspecto del pre-fermento y 
fermento maduro del ensayo principal, se puede ver que en las primeras 
24 horas de fermentación parece que hubo una actividad considerable por 
parte de levaduras del tipo Saccharomyces, dado el aspecto esponjoso del 
3,50
4,50
5,50
6,50
7,50
8,50
9,50
10,50
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Lo
g 1
0 
(U
FC
/g
) 
Tiempo (h) 
LAB (pre-fermento) LAB (fermento maduro) LT (pre-fermento)
LT (fermento maduro) LNS (pre-fermento) LNS (fermento maduro)
Elaboración de masas madre de pan sin gluten 55 
 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
pre-fermento como resultado de la liberación de gases como producto de 
la fermentación (imagen A de la Figura 4 - 11). Este suceso, además, se 
corresponde con la fase del pH más elevado y menor acidez en la masa.  
 
 
Figura 4 - 11. Aspecto del pre-fermento AQT1  a las 24 horas (A) y a las 43 horas del ensayo (B). Aspecto 
del fermento maduro AQT1 a las 167 horas del ensayo después de la fermentación del 2º refresco (C) y 
detalle de su textura a las 216 horas del ensayo (D), después de la fermentación del 4º refresco.  
 
En cambio,  a las 43 horas de fermentación se puede observar en la imagen 
B de la Figura 4 - 11, como el aspecto del pre-fermento ha cambiado, ya que 
apenas hay burbujas creadas por el gas procedente del metabolismo 
fermentativo y la textura de la masa es más fluida que esponjosa. Esto puede 
justificarse con una dominancia de levaduras de tipo no-Saccharomyces en 
detrimento de las levaduras tipo Saccharomyces. En el resultado del recuento 
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microbiológico (Figura 4 - 10) realizado después de la primera fermentación, 
se puede ver cómo prácticamente la población de levaduras totales es la 
misma que de levaduras no-Saccharomyces, por lo que se podría decir que 
en ese instante la población de levaduras que domina en la masa madre es 
del tipo no-Saccharomyces y ese cambio de población dominante puede ser 
el motivo del cambio del aspecto del pre-fermento.  
Sin embargo, durante los refrescos (imágenes C y D de la Figura 4 - 11), se 
volvieron a observar cambios. Todos los días que se realizaron refrescos, 
después de las 6 horas de fermentación, la masa madre tenía una textura 
muy similar a la que se observa en la imagen A y había duplicado, incluso 
triplicado su volumen (imágenes C y D), lo cual se pensó que podría ser una 
consecuencia de un nuevo cambio en el tipo de población dominante de 
levaduras en el fermento maduro, probablemente un aumento de la población 
de levaduras tipo Saccharomyces y disminución de levaduras no-
Saccharomyces. Esto último, de hecho, se corresponde con los cambios 
percibidos en las placas de medio WL y medio Lisina durante los recuentos 
de población viable, tal y como se explica a continuación.  
Asimismo, también se observó que el tipo de colonias que crecieron en los 
medios de cultivo utilizados varió a lo largo del estudio. De esta forma, 
durante la fase 1 (0–93 horas) se vio la misma colonia tanto en las placas de 
agar WL como en las de agar Lisina; es decir, durante la primera semana se 
observó una dominancia de un tipo de levaduras con un aspecto 
característico: color blanco, poca altura (≈1 mm), textura rugosa y forma más 
o menos redonda. De esta manera, a lo largo de la fase estas colonias 
dominaban tanto en medio WL (Figura 4 - 12) como en medio Lisina (Figura 4 
- 13), mientras que no se observaron apenas colonias de levaduras tipo 
Saccharomyces. 
Sin embargo, durante la realización de los refrescos (167-270 horas, fase 2 
del ensayo) se hizo evidente un cambio en la población de levaduras cuando 
en las placas con medio WL no solo se empezaron a divisar colonias  con 
aspecto similar a  Saccharomyces cerevisiae (colonias de forma circular, color 
blanco y muy brillante, <1 mm de altura, textura lisa), sino que además a 
medida que transcurría la segunda semana, su presencia aumentaba. Por el 
contrario, las colonias de aspecto rugoso observadas en la fase 1 disminuían. 
En el caso de las placas con agar Lisina para determinar levaduras no-
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Saccharomyces, se observó que el número de colonias consideradas como 
positivas en lisina descendía y a medida que eso sucedía, se observaban 
cada vez más pequeños puntos de color blanco brillante, casi imperceptibles, 
que probablemente corresponden a colonias de Saccharomyces cerevisiae 
que pueden aparecer en agar Lisina, pero no crecer de forma óptima.  
 
Figura 4 - 12. Colonias de levaduras totales en medio WL  
(réplica AQT2, dilución 10
-3
) a las 22 horas de ensayo.  
 
Figura 4 - 13. Colonias de levaduras no-Saccharomyces 
en medio Lisina (réplica AQT3, dilución 10
-3
) a las 22 horas 
de ensayo. 
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La Figura 4 - 14 corresponde  a una imagen capturada de una de las placas 
con medio WL de la réplica AQT1 del último control microbiológico, efectuado 
a las 263 horas de ensayo. En ella se observa una gran población de colonias 
de levaduras tipo Saccharomyces cerevisiae.   
Por último, en lo que respecta a la población de bacterias ácido-lácticas, no 
se observaron cambios notables en lo que respecta al tipo de colonias que 
aparecieron en las placas de medio MRS. Tanto en la fase de pre-fermento 
como en la de fermento maduro, en las placas de medio MRS de las tres 
réplicas se observaron dos tipos de colonias diferentes de bacterias ácido-
lácticas: unas colonias de forma redonda, color blanco brillante y textura lisa; 
mientras que las otras colonias tenían también forma redonda y textura lisa, 
pero de color marfil. No obstante, la diferencia entre las dos colonias era muy 
tenue. En la Figura 4 - 15 y Figura 4 - 16  se muestran las placas de bacterias 
ácido-lácticas correspondientes a las 22 y 263 horas de ensayo, 
respectivamente.  
 
 
Figura 4 - 14. Colonias de levaduras totales de la réplica 
AQT1 en medio WL (dilución 10
-6
). Placa correspondiente  
a 263 horas de ensayo. 
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Figura 4 - 15. Colonias de LAB en medio MRS modificado 
 a las 22 horas de ensayo (réplica AQT1, dilución 10
-7
). 
 
 
Figura 4 - 16. Colonias de LAB en medio MRS modificado 
a las 22 horas de ensayo (réplica AQT1, dilución 10
-8
). 
 
4.2.4. Relación de resultados 
 
Una vez que se han mostrado y explicado los resultados obtenidos tanto en 
las determinaciones físico-químicas, como en las microbiológicas, se 
comparan todos los resultados entre sí, con el fin de observar posibles 
relaciones entre sucesos.  
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En la Figura 4 - 17 se representa el promedio de los valores de pH directo, 
acidez total titulable (ATT) y poblaciones de bacterias ácido-lácticas, levaduras 
totales (LT) y levaduras no-Saccharomyces (LNS).  
 
Figura 4 - 17. Evolución del pH directo, acidez total titulable (ATT) y poblaciones de bacterias ácido-lácticas 
(LAB), levaduras totales (LT) y levaduras no-Saccharomyces (LNS) a lo largo de todo el ensayo principal. 
Cada punto representa el valor promedio de las tres réplicas. 
 
En la Figura 4 - 17 se puede observar cómo todos los resultados obtenidos se 
relacionan entre sí. Por un lado, se puede apreciar que valores de pH bajos se 
corresponden con valores de ATT altos, y viceversa. Por otro lado, se aprecia 
que mientras que la población de LAB se puede considerar más o menos 
estable en todo el ensayo, la población de levaduras aumentó de forma tenue 
durante la fase de pre-fermento y se estabilizó en la fase de masa madre 
madura. Además, un detalle muy importante que se debe apreciar es la gran 
diferencia que existe entre la fase 1 de pre-fermento (0 – 93 horas) y la fase 2 
de fermento maduro (167 – 270 horas), de manera que en ésta última se 
observa regularidad tanto en lo que respecta al pH como en la ATT, así como 
también una población estable de microorganismos, mientras que en la 
primera se observan oscilaciones considerables y sin ninguna periodicidad, al 
igual que la población de levaduras experimenta cierto crecimiento.  
No obstante, conviene recalcar que en lo que respecta a los resultados 
microbiológicos, cuando se dice que la población es estable, lo es en el 
periodo de tiempo estudiado en este ensayo, pero para poder afirmar esa 
estabilidad y asegurarla en el caso de una aplicación industrial, sería 
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conveniente realizar otro ensayo prolongando la fase de fermento maduro una 
semana más.  
Finalmente, se calculó la relación entre bacterias ácido lácticas y levaduras 
totales (LAB:LT), que resultó ser de 76:1, el cual es un resultado que se 
encuentra dentro del intervalo descrito por Minervini et al. (2012) para masas 
madre de trigo (entre 100:1 y 10:1).  
4.3. Análisis de ingredientes 
 
En la Tabla 4 - 2 se muestran los resultados obtenidos en el análisis de la 
microbiota de los ingredientes de la masa madre estudiada.  
 
Tabla 4 - 2. Resultados obtenidos del análisis microbiológico de harinas de amaranto, quinoa y trigo 
sarraceno. LAB: bacterias ácido lácticas; LT: levaduras totales.  
Ingrediente LAB (Log UFC/g) LT (Log UFC/g) 
Amaranto <2.00 <2.00 
Quinoa 3.36 <2.00 
Trigo sarraceno 3.12 2.00 
 
 
Estos resultados suponen una información relevante. Por un lado, los 
resultados indican que el amaranto no supone una aportación considerable de 
microorganismos a la masa madre, mientras que tanto la quinoa como el trigo 
sarraceno aportan una población inicial considerable de LAB. Además, el trigo 
sarraceno también aporta una población de levaduras totales notable, la cual 
puede ser la responsable del aspecto que tiene el pre-fermento tras las 
primeras horas de fermentación.  
 
A falta de bibliografía con la que comparar los resultados, se compararon 
éstos con los datos proporcionados en las fichas técnicas de los productos, las 
cuales se encuentran en el Anexo del presente documento, a excepción del 
caso del trigo sarraceno, del cual no viene especificado ningún control 
microbiológico en su ficha técnica. En lo que respecta al amaranto, en su ficha 
técnica se especifica que el grano de amaranto contiene <100 UFC/g (<2 log 
UFC/g) tanto de mohos y levaduras, como de bacterias ácido-lácticas, lo cual 
se corresponde con los resultados de la Tabla 4 - 2. En el caso de la quinoa, 
en su ficha técnica no declaran la presencia de bacterias ácido-lácticas, pero 
sí de “mohos” en una cantidad de <102 UFC/g (<2 log UFC/g), grupo dentro 
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del cual se pueden incluir las levaduras y, de ser así, el resultado de la Tabla 4 
- 2 también se correspondería con la información proporcionada en la ficha 
técnica de la harina de quinoa.  
 
4.4. Propuesta de preparación y mantenimiento de 100 kg diarios 
de masa madre sin gluten 
 
Dado el resultado positivo obtenido siguiendo el protocolo establecido para el 
ensayo, el siguiente paso fue el de su optimización para su utilización en la 
industria,  atendiendo a las cantidades de ingredientes empleadas con tal de 
no desechar fermento en ningún momento. De esta forma, en la Tabla 4 - 3 se 
expone, a modo de ejemplo, una propuesta de preparación y mantenimiento 
de 100 kg diarios de masa madre sin gluten, de los cuales 70 kg serían 
destinados a la elaboración de productos sin gluten (p.ej. pan) y los 30 kg 
restantes serían utilizados para la propagación de la masa madre. Se detallan 
las cantidades de ingredientes a utilizar, así como también qué cantidad de 
fermento anterior que se utiliza cada vez que se renuevan nutrientes o se 
realizan refrescos. Con esas cantidades se pretende mantener la proporción 
harinas:agua 1:1.5 y un DY de 250 en los 100 kg de masa madre.  
En lo que respecta al resto del proceso (etapas a seguir), el protocolo ha de 
ser el mismo que se siguió en el ensayo principal (Figura 3 - 2).   
Teniendo en cuenta que cualquier aplicación industrial, las variaciones de las 
temperaturas de fermentación y bloqueo en frío han de ser, cómo máximo de 
1ºC y que el tiempo de bloqueo en frío no supere las 72 horas, ya que pasado 
ese tiempo no se puede asegurar un buen comportamiento del pre-fermento o 
de la masa madre. De esta manera, se debe mantener una temperatura de 
fermentación de 30ºC ±1º  y de bloqueo en frío de 5ºC ±1ºC. Además, es 
conveniente que se realicen con cierta periodicidad controles de pH y acidez 
total titulable para asegurar que se alcanzan niveles adecuados, así como 
también se recomienda realizar controles visuales del volumen alcanzado por 
la masa tras la fermentación durante los refrescos, puesto que es un factor 
que puede indicar qué tipo de microbiota existe en la masa madre (presencia o 
no de levaduras Saccharomyces). 
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Tabla 4 - 3. Formulación de pre-fermento o masa madre propuesta para la obtención de 100 kg diarios de 
masa madre madura sin gluten a partir de harina amaranto (HA), harina de quinoa (HQ) y harina de trigo 
sarraceno (HTS). DY: dough yield (rendimiento de la masa), FN: fermento nuevo, FV: fermento viejo, IS: 
ingredientes sólidos (harinas), IL: ingredientes líquidos (agua de red), PT: peso total de la masa.  
Día Fase 
HA 
(kg) 
HQ 
(kg) 
HTS 
(kg) 
Agua  
(kg) 
FN 
(kg) 
FV 
(kg) 
PT  
(kg) 
IS:IL DY FN: FV 
1 PF 0.48 0.48 0.48 2.16 3.60 - 3.60 1:1.5 250 - 
2 PF 1.12 1.12 1.12 5.04 8.40 3.60 12.00 1:1.5 250 1:2.33 
3 PF - - - - - - - - - - 
4 PF 2.40 2.40 2.40 10.80 18.00 12.00 30.00 1:1.5 250 1:4.50 
5 R 9.33 9.33 9.33 42.00 70.00 30.00 100.00 1:1.5 250 1:2.33 
 
 
4.5. Propuesta de futuro 
 
Si se desea continuar la línea de investigación iniciada con este trabajo, 
existen diversos aspectos de gran interés que merecen la pena ser 
estudiados, como por ejemplo: 
 Realizar pruebas de elaboración de pan sin gluten con la masa madre 
sin gluten formulada.  
 Optimizar el proceso de fermentación de la masa madre mediante la 
utilización de algún ingrediente natural que permita acelerar este 
proceso (p.ej. ingredientes germinados).  
 Optimizar la formulación de la masa madre mediante la modificación 
de las proporciones entre ingredientes.  
 Valorar la adición de cultivos iniciadores de bacterias ácido-lácticas 
heterofermentativas productoras de sustancias de interés, como 
pueden ser los exopolisacáridos.  
 Optimizar el protocolo a seguir para la obtención de la masa madre 
madura, sobre todo en aspectos como tiempos y temperaturas de 
fermentación y bloqueo.  
 
A pesar de las múltiples opciones que existen y de todas las mejoras que se 
pueden realizar y que han de valorarse, se cree que el siguiente paso debería ser, 
manteniendo la formulación dada en este trabajo, optimizar el protocolo en lo que 
respecta a tiempos y temperaturas de fermentación, así como realizar pruebas de 
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elaboración de pan sin gluten con esa misma masa madre. De esta forma, se 
buscaría trabajar con la formulación más sencilla y evaluar los mejores resultados 
que se puedan obtener con ella, para así después valorar si es necesaria una 
mejora de la fórmula o no.  
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5. Conclusiones 
 
Como resultado de la búsqueda bibliográfica y de la parte experimental del 
trabajo, así como también del análisis posterior de resultados, se ha llegado a las 
siguientes conclusiones:  
 Las harinas seleccionadas para elaborar una masa madre de pan sin 
gluten, esto es, harinas de amaranto, quinoa y trigo sarraceno, así como 
también el protocolo de elaboración en el que se fijan tiempos y 
temperaturas de fermentación y bloqueo, han permitido obtener una masa 
madre espontánea estable con una población microbiana mixta de 
bacterias ácido-lácticas y levaduras, y con valores de pH comprendidos 
entre 4.00 y 4.20. 
 La proporción de ingredientes sólidos (harinas de amaranto, quinoa y trigo 
sarraceno en igual proporción) y líquidos (agua de red) de 1:1.5 permite 
obtener masas madre de consistencia semi-líquida, fácilmente manejables. 
 El protocolo establecido permite, después de realizar una fase de pre-
fermento de una duración de 4 días, obtener una masa madre madura al 
cabo de 12 días (incluyendo 2 días de bloqueo en frío) con valores de pH y 
acidez total titulable (ATT) estables.  
 El tiempo de fermentación para mantener la masa madre durante los 
refrescos debe ser de 6 horas, contando desde el momento en el que, 
después de renovar nutrientes, se deja la masa madre incubando a 30ºC 
±2ºC. 
 El tiempo de bloqueo a 5ºC ±2ºC no puede superar las 72 horas, ya que a 
partir de ese tiempo no se asegura el buen mantenimiento de la masa 
madre.  
 La formulación de una masa madre con la harina de los pseudocereales 
mencionados y el protocolo propuesto en este estudio permiten que la 
masa inicial en la fase de pre-fermento disminuya el pH y acumule acidez, 
pasando de un valor de pH inicial de la masa de 6.35 (±0.08) a 4.12 
(±0.04) y de acidez total titulable (ATT) inicial de 2.58 (±0.16) a 19.09 
(±0.50) mL NaOH 0.1 M/10 g de masa madre. De igual manera, esos 
mismos ingredientes y el procedimiento propuesto para los refrescos 
permiten que en la fase de fermento maduro los valores de pH desciendan 
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de 5.02 (±0.05) a 4.04 (±0.02) y que la ATT incremente de 7.88 (±0.25) a 
18.39 (±0.56) en cada etapa de propagación y mantenimiento.  
 Existe una correlación (R2=0.9967) entre el pH directo y el pH diluido, por 
lo que se podría realizar el seguimiento de la masa madre solo midiendo 
pH directo, con vistas a una posible aplicación industrial.  
 La población de bacterias ácido-lácticas (LAB) ha sido superior a la de las 
levaduras (LEV) tanto en la fase de pre-fermento como en la de fermento 
maduro durante todo el proceso seguido según el protocolo establecido, 
obteniéndose una relación LAB:LEV de 76:1 al final del estudio del 
fermento maduro.  
 Los ingredientes utilizados constituyen un aporte de bacterias ácido-
lácticas y de levaduras, siendo la harina de trigo sarraceno el ingrediente 
que más microbiota autóctona aporta a la masa madre, mientras que 
sucede todo lo contrario con la harina de amaranto. Por otra parte, la 
quinoa no aporta una población considerable de levaduras totales, pero sí 
trae consigo una población de bacterias ácido-lácticas similar a la del trigo 
sarraceno.  
 Esta propuesta de formulación y procedimiento de iniciación y 
mantenimiento mediante refresco de una masa madre sin gluten puede ser 
transferida y adaptada a una industria elaboradora de productos sin gluten, 
con la finalidad  de mejorar, entre otros aspectos, la calidad nutricional y 
organoléptica de esos productos.  
 El protocolo establecido en este estudio admite modificaciones en lo que 
respecta a cantidades de ingredientes a utilizar, con tal de no desperdiciar 
fermento en ninguna parte del proceso y ajustar el protocolo a unas 
necesidades concretas (p.ej. un obrador que necesite 100 kg diarios de 
masa madre para elaborar pan sin gluten).  
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7. Anexos 
 
7.1. Ficha técnica del amaranto en grano (Bioprasad) 
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7.2. Ficha técnica de la harina de quinoa (Salutef) 
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7.3. Ficha técnica de la harina de trigo sarraceno (Rincón del 
Segura) 
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